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ZUSAMMENFASSUNG 
Der Septin-assoziierte RhoGEF:  
Ein neuer Interaktionspartner des Zellpolaritäts- und Gerüstproteins PATJ 
Dlugos, Christopher 
 
Zellpolarität bes chreibt di e as ymmetrische V erteilung von Proteinen i nnerhalb einer 
Zelle. Sie stellt für alle eukaryoten Zellen eine fundamentale Eigenschaft dar und ist für  
Zelldifferenzierung, Z ellmigration s owie für di e Morphogenese von ent scheidender 
Bedeutung. Obwohl Zellpolarität eine zentrale E igenschaft von Zellen darstellt, ist die 
Kenntnis über die zugrunde liegenden Mechanismen bislang noch unzureichend.  
Um ei n z unehmendes V erständnis von Z ellpolarität in P odozyten, di e 
hochdifferenzierte und hochpolare Zellen sind, zu gewinnen, wurde mit dem etablierten 
Zellpolaritäts- und Gerüstprotein PATJ  in Podozyten nach neuen Interaktionspartnern 
mittels ei nes H efesystems ge screent. In di esem S creening konnte neben ca. 100 
weiteren potenziellen Interaktionspartnern der Klon 57.2 identifiziert werden. Dieser ist 
zu 100 %  h omolog mit dem  C-Terminus von SA-RhoGEF.  Aufgrund des engen 
Zusammenhangs zwischen Zellpolarität und V eränderungen de s Aktinzytoskeletts 
sowie der Fähigkeit von SA-RhoGEF das Zytoskelett zu beeinflussen, war die Analyse 
des Interaktionsverhaltens von PATJ und SA-RhoGEF interessant.  
Durch Immunopräzipitation konnte diese I nteraktion verifiziert w erden. Hefe-Co-
Transformationsstudien sowie GST-Pulldown-Experimente zeigten eine Beteiligung der 
PDZ 2 -Domäne von P ATJ an d er I nteraktion. Z udem l egten w eitere H efe-Co-
Transformationsstudien und G ST-Pulldown-Experimente ei ne Beteiligung der  l etzten 
vier Aminosäuren (VIFF) von SA-RhoGEF, die ein PDZ-Bindungsmotiv der Klasse II 
darstellen, nahe. Für die Interaktion sind daher die PDZ 2-Domäne von PATJ und das 
PDZ-Bindungsmotiv v on SA-RhoGEF notwendig, wobei möglicherweise weitere 
Strukturen  an d er I nteraktion beteiligt s ind.  Z udem wurde die Expression von SA-
RhoGEF und möglicherweise einer Spleißvariante durch Western Blot-Analysen in 
verschiedenen Zelllinien der Niere in podozytären und tubulären Strukturen  identifiziert 
und die Expression immunhistochemisch bestätigt. D ie Daten deuten daraufhin, dass 
PATJ SA -RhoGEF r ekrutiert, um  l okale G TPase-Aktivität z u v ermitteln, w as 
Umgestaltungen im Aktinzytoskelett bewirkt, und zum Aufbau von Zellpolarität beiträgt.  
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1 Einleitung 
1.1 Bau und Funktion der Niere 
Die gr oße f unktionelle Bedeutung der  Niere f ür den m enschlichen O rganismus wird 
durch die Betrachtung der  R elation von ihrer Größe zu ihrem G ewicht deutlich. Bei 
diesem Verhältnis stellt d ie Niere das bestdurchbluteste Organ dar. Daneben besticht 
die Niere mit ihrer großen F iltrationsleistung von 150 l pr o T ag. Dies ent spricht der  
dreifachen Menge des Gesamtkörperwassers. Daher weist die Niere auch besondere 
Eigenschaften auf (74).  
Die Niere ist für die Kontrolle des Volumens sowie für die Elektrolytzusammensetzung 
des Extrazellularraumes verantwortlich. S ie el iminiert a ls A usscheidungsorgan des 
menschlichen K örpers har npflichtige S ubstanzen. Daneben i st s ie an der  
Aufrechterhaltung d es S äure-Basen-Haushaltes beteiligt. D a di e N iere z ur 
Glukoneogenese bef ähigt ist, kann sie an stoffwechselregulativen Prozessen 
teilnehmen. Als Hauptsyntheseorgan von Erythropoetin ist d ie Niere nahezu allein für 
die Regulation der  Erythropoese verantwortlich. Über die Aktivierung von Vitamin D3 
ist sie in den Knochenstoffwechsel involviert und beeinflusst über das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System den Blutdruck (74).  
Die funktionelle Einheit der Niere stellen die etwa eine Million Nephrone pro Niere dar. 
Zur Ausscheidung v on S toff-
wechselendprodukten e ntsteht 
durch F iltration v on 
Plasmaflüssigkeit der  P rimärharn i n 
den Nephronen. Diese bestehen aus 
zu- und abführenden Gefäßen, dem 
Glomerulum un d dem 
Tubulussystem. Das Glomerulum 
stellt als Teil des Nephrons mit 
seiner P ermselektivität die 
eigentliche Filtrationsbarriere dar . 
Der Filter v erhindert i m 
physiologischen Zustand den Verlust 
von w ichtigen P roteinen. D urch 
Filtration de s B lutplasmas i n di e 
Abb. 1 
Schematische Darstellung des glomerulären Filters 
 
Die Grafik zeigt die Podozyten, die glomeruläre 
Basalmembran (GBM), das fenestrierte Endothel sowie  
die ESL (endothelial cell surface layer). 
 
m.n. Haraldsson B., 2008 (19) 
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Bowmansche Kapsel entsteht das sogenannte Ultrafiltrat des  H arns. I m 
anschließenden T ubulussystem w ird der  G roßteil des  F iltrats  z urückresorbiert. Der 
glomeruläre Filter (s. Abb. 1) besteht aus dr ei S chichten: ei nem fe nestrierten 
Endothelzellverband, der glomerulären Basalmembran (GBM) und den Podozyten, die 
als viszerales Blatt die Kapillarschlingen umgeben (s. Abb. 2).  
Bei Schädigung der Podozyten kann es zum nephrotischen Syndrom kommen. Es ist 
gekennzeichnet dur ch Ö deme, ei ne P roteinurie v on mehr al s 3 ,5 mg/dl, ei ne 
Hypalbuminämie und einer Hypercholesterinämie. Das nephrotische Syndrom tritt vor 
allem b ei dr ei pr imär gl omerulären E rkrankungen auf: M inimal C hange-
Glomerulonephritis (MCGN), m embranösen G lomerulonephritis (MGN) und bei  der 
fokal segementalen Glomerulonephritis (FSGS) (88).  
Die G lomerulonephritiden sind f ür ca. 20 %  der chronischen Nierenversagen in 
Deutschland v erantwortlich (15). Dies v erdeutlicht das  gr oße w issenschaftliche 
Interesse f ür das  V erständnis der  glomerulären Filtrationsbarriere, insbesondere der 
Podozyten. Das nephrotische Syndrom schließlich ist aber kein Phänomen, welches 
allein aus der Schädigung der Podozyten entsteht, sondern auch durch eine Störung 
auf jeder Ebene der glomerulären Barriere auftauchen kann. 
 
1.2 Podozyten und Schlitzmembran 
Podozyten sind epitheliale Zellen, die als hochspezialisierte und hochdifferenzierte 
Zellen di e K apillaren u mgeben (s. Abb. 2) und zusammen m it der  gl omerulären 
Basalmembran und d em f enestrierten E ndothel di e gr ößen- und l adungsselektive 
Barriere bilden. Verantwortlich für die negative Ladung der Barriere sind Proteoglykane 
der B asalmembran im Zusammenspiel m it negat iven L adungseigenschaften des  
fenestrierten Endothels und der Podozytenglykokalix (19). Podozyten besitzen einen 
Zellkörper un d primäre Hauptfortsätze, w elche s ich in sekundäre Fußfortsätze 
aufteilen. Die Fußfortsätze der Podozyten bilden ein hochverzweigtes interdigitierendes 
Netzwerk m it den Fußfortsätzen be nachbarter P odozyten, w elche ü ber eine 
Schlitzmembran (s. A bb. 3)  verbunden s ind (54). Diese S chlitzmembran is t im  
Wesentlichen für die Aufrechterhaltung der selektiven Permeabilität des glomerulären 
Filters verantwortlich (61).  
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Am Aufbau der Schlitzmembran ist ein 
komplexes Proteinnetzwerk bet eiligt, 
das Proteine w ie Nephrin, N eph1-2, 
FAT1, F AT2, P odocin, C D2AP, Z O-1, 
Densin, MAGI-1 enthält (1, 17, 23, 29, 
70, 72, 77). Nephrine als Teil der 
Schlitzmembran (69) vermitteln eine 
reißverschlussartige Struktur und 
interagieren in der  M itte zweier 
interdigitierender Fußfortsätze. Diese 
besondere A nordnung ermöglicht 
wahrscheinlich nur  e ine Weite der  
Schlitze von 40 nm, welche für Albumin 
nicht passierbar sind (19). Die 
glomeruläre S chlitzmembran al s 
Verbindung i nterdigitierender 
Fußfortsätze von Podozyten  
repräsentiert ei nen be sonderen Zell-Zell-Kontakt, w elcher di e F iltrationsschlitze 
bedeckt (68) und stellt einen Hybrid in den Eigenschaften zwischen einer tight junction 
(TJ) und einer adhaerens junction (AD) dar (38). Im Rahmen d er Organogenese der 
Niere v ereinigen s ich di e api kale TJ und di e bas al gel egene AJ zur gl omerulären 
Schlitzmembran, welche somit eine modifizierte adhaerens junction darstellt. Typische 
Eigenschaften von TJ-Proteinen, die sich auc h i n P odozyten w iederfinden, s ind die 
Regulierung von Z ellpolarität, Z ellproliferation und D ifferenzierung. D arüber hinaus 
vermitteln s ie eine Barrierefunktion, die Teilung der Membran i n einen api kalen und 
basolateralen Bereich un d di enen als Signalplattform. D er Abstand interdigitierender 
Fußfortsätze von ca. 40 nm ähnelt hingegen mehr den adhaerens junctions (67). 
Daneben wird in der Schlitzmembran das TJ-assoziierte Protein ZO-1 (Zonula 
occludens-1) ex primiert. Sowohl AJ- als auch TJ-Proteine v ermitteln Zell-Zell-
Verbindungen und s ind mit dem Aktinzytoskelett v erbunden. Schlitzmembranproteine 
werden unter anderem durch Catenine, ZO-1, CD2AP (CD2-assoziiertes Protein) und 
Alpha-Aktinin 4 m it de m Aktinzytoskelett verbunden (38). Die A ssoziation v on 
Zytoskelett und Fußfortsätzen b ewirkt w ahrscheinlich ei ne V eränderung der  
Permeabilität der  B arriere und f ührt z u ei nem dy namischen E rscheinungsbild der  
Podozyten (13). 
Abb. 2 
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines 
glomerulären Kapillarknäuls der Ratte 
Die Abbildung s tellt die Zytoarchitektur von Podozyten 
dar. Sie zeigt wie Podozyten und ihre verzweigten 
Fußfortsätze di e K apillaren um geben.           
P=Podozyt; F P=Fußfortsatz; Vergrößerung: 6 000 x  
 
n. Pavenstädt H. 2003 (61) 
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Die Plasmamembran d er Fußfortsätze l ässt 
sich f unktionell in den api kalen, bas alen un d 
den Bereich der Schlitzmembran einteilen. A lle 
drei Domänen s ind physikalisch und f unktionell 
mit dem Aktinzytoskelett verbunden, was A ktin 
zum A kteur f ür Podozytenfunktion un d 
Dysfunktion macht (2, 33). Störungen i m 
Bereich der  F ußfortsatzmembran führen dah er 
zu V eränderungen i m A ktinzytoskelett und z u 
einer Proteinurie (33). Dieser U mbau des 
Aktinzytoskeletts wird dur ch ei nen k ontraktilen 
Apparat bestehend aus  F -Actin, M yosin II,  
Alpha-Aktinin 4 und S ynaptopodin erreicht (13). 
Untersuchungen ü ber di e z ugrunde l iegenden 
Mechanismen de s Aktinzytoskeletts in 
Podozyten z eigen, das s nicht nur  A ktin 
bindende P roteine w ie unt er and erem A lpha-
Aktinin und C ortaktin, s ondern a uch P roteine 
aus der  Familie der  R hoGTPasen 
(GuanosinTriPhosphatasen) relevant f ür das  
Zytoskelett s ind. H ierbei wurde deut lich, das s 
die GTPase RhoA via Synaptopodin, welches 
ein Linkermolekül zwischen der Zellmembran 
und de m Aktinzytoskelett ist, 
Stressfaserformation in Podozyten erzeugt (3).  Die Aktivierung derartiger Signalwege, 
die eine Veränderung der Morphologie bewirkt, führt in epithelialen und damit auch in 
podozytären Z ellen z ur as ymmetrischen V erteilung von P roteinen, d er s ogenannten 








eines Querschnitts der glomerulären 
Filtrationsbarriere mit Darstellung der 
Schlitzmembran 
 
Fenestriertes E ndothel ( E), G lomeruläre 
Basalmembran ( GBM), F ußfortsätze de r 
Podozyten ( FP) m it d azwischenliegender 
Schlitzmembran (SM ), w elche d ie 
Filtrationsschlitze be deckt. P roteoglykane 
verbinden d ie L amina d ensa d er G BM m it 
Podozyten u nd e ndothelialen 
Zellmembranen.  
MP=Hauptfortsatz der Podozyten (Major foot 
process); K L= kapilläres Lu men; B K=  
Bowman Kapsel 
 
m.n.  Faul C. 2007 (13) 
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1.3 Zellpolarität  
Zellpolarität ist die asymmetrische Verteilung von Protein- und Membrankomponenten 
und spielt deshalb bei vielen eukaryotischen Zellen eine fundamentale Rolle. Während 
der Entwicklung von Metazoan1 ist die Kontrolle der Zellpolarität essentiell für die 
räumliche und zeitliche Regulation der Zelle und der Gewebsmorphogenese. Daneben 
spielt Zellpolarität auch eine Rolle für die Zellidentität und ist an Vorgängen der Mitose 
beteiligt. S chließlich i st Z ellpolarität ei n S chlüsselaspekt der Zelldifferenzierung, 
Zellmigration und Morphogenese (22). 
Neben M odellen in Caenorhabditis 
elegans (C. elegans) ist die Zellpolarität in  
epithelialen Z ellen sehr gut  unt ersucht. 
Hierbei k ommt e s z ur A usbildung ei nes 
apikalen und ei nes ba solateralen 
Bereiches (57). Nach a ktueller S icht 
verhalten s ich die api kalen un d 
basolateralen P roteinkomplexe w ie 
Antagonisten u nd erzeugen s o d urch 
Umverteilung v on P roteinkomplexen 
Zellpolarisation (s. Abb. 4). Im Zu ge der  
Polarisation k önnen dann b estimmte 
Proteinkinasen d urch Phosphorylierung 
die gezielte Lokalisation anderer Proteine 
bewirken (4, 84). Der api kale 
Polaritätskomplex ist dur ch 
Untersuchungen i n D rosophila und  
Mammalian bes ser verstanden al s d er 
basolaterale P olaritätskomplex. In 
Mammalian-Zellen liegen Proteinkomplexe 
an den tight junctions, welche die apikalen 
und b asalen B ereiche s chaffen. 
Besonders gut unt ersucht sind in diesem 
Zusammenhang der  Crumbs-3-PALS-1-
PATJ-Komplex und der  P AR3-PAR6-
                                                
1  Metazoan: vielzelliger Organismus (6) 
Abb. 4 
Polaritätsproteine der PAR3, Crumbs und 
Scribble Komplexe 
Die G rafik z eigt d rei k onservierte u nd e ssentielle 
Polaritätskomplexe und verdeutlicht sowie 
vereinfacht ihre Beziehung zueinander. Die 
Proteine Crumbs-3, PALS1, PATJ und der PAR6, 
PAR3,aPKC sind apikal lokalisiert. Der basolaterale 
Scribble, DLG1 (discs large 1 ) und LGL1/2 (Lethal 
giant l arvae) – Komplex w irkt an tagonistisch. 
Gegenseitiger A usschluss d es S cribble un d d er 
apikalen K omplexe kontrolliert Z ellpolarität. D ie 
aPKC v ermittelte P hosphorylierung be stimmter 
Proteine u nterhält di e a symmetrische V erteilung 
der Polaritätsregulatoren. 
TJ= tight junction; AJ= adherens junction 
n. Iden S., 2008 (26) 
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aPKC-Komplex (46), die beide in Nierenepithelien nachgewiesen wurden (31, 42, 47). 
Das Gerüstprotein PALS-1 (protein associated with Lin Seven) zählt zur Familie der 
MAGUK (membrane associated guanylate kinase) und i st wie ander e 
Polaritätsproteine auch in der Lage multiple Protein-Protein-Interaktionen einzugehen. 
Über eine PDZ-Domäne interagiert PALS-1 mit dem C-Terminus des apikalen 
Transmembranproteins Crumbs. Über jeweils eine L27-Domäne interagiert PALS-1 mit 
Lin-7 und de m G erüstprotein PAT J (Pals1-associated tight junction protein), einem 
Multi-PDZ-Domänen-Protein (49, 69). Ebenfalls ist der PAR6-PAR3-aPKC-Komplex an 
den TJ gelegen. Neben seiner Rolle für Zellpolarität in v ielen Zellsystemen (46) ist es 
kürzlich gel ungen di e B eteiligung di eses K omplexes an der  Z ellpolarität direkt i n 
Podozyten nachzuweisen (20, 24). 
Die P roteine PAR 3 und P AR 6 (partitioning deficient) sind ähnl ich w ie PALS 1 und 
PATJ Gerüstproteine, die an multiplen Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind (49).  
Das Schlüsselmolekül in diesem Komplex ist die aPKC (atypische Proteinkinase C), 
die über  Phosphorylierung einen entscheidenden Einfluss auf  di e Lo kalisation der  
Proteine anhand eines Konzentrationsgradientens nimmt (49). 
Die beiden Komplexe Crumbs-PALS1-PATJ und PAR3-PAR6-aPKC interagieren direkt 
miteinander, wobei PAR6 Crumbs und PALS-1 binden kann. 
Der PAR3-PAR6-aPKC-Komplex reguliert als Effektor über den Crumbs-PALS 1-PATJ-
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1.4 Das Zellpolaritäts- und Gerüstprotein PATJ 
Im TJ-assoziierten Crumbs 3 -Komplex is t das P rotein PATJ z unehmend i n da s 
wissenschaftliche Interesse gerückt. Das Protein PATJ ist auch unter den Namen 
InaD-like (inactivation no afterD-potential) (64) oder C IPP (channel interacting PDZ 
domain protein) bekannt. CIPP als eine Isoform des Gens besitzt v ier PDZ-Domänen 
und wurde initial in der  N iere und im Gehirn identifiziert. Im Gehirn beeinflusst C IPP 
KIR-Kanäle und ist dort mit verschiedenen Rezeptoren assoziiert (36).   
 
 
PATJ besitzt a ls M ultidomänenprotein eine L27 -Domäne u nd i nsgesamt z ehn P DZ-
Domänen und h at ei ne Gesamtgröße v on 198 kD. Die L27 -Domäne geht a us der  
Interaktion der Proteine Lin 2 und Lin 7 hervor, welche über  ho mologe Regionen 
binden (9). Daneben s ind L2 7-Domänen P rotein-Interaktionsdomänen, die bei der  
Komplexanordnung essentieller Proteine der Signalgebung und der Zellpolarität eine 
Rolle s pielen (41). Der L 27-Domäne f olgen i nsgesamt zehn PDZ-Domänen. PD Z-
Domänen (s. Abb. 5), welche ursprünglich DHRs (Discs-large homolgy regions) oder 
GLGFs (Gly-Leu-Gly-Phe) genannt w urden, s ind er stmals i n den P roteinen PSD-
95/SAP90 (postsynaptic density), DLG (discs large) sowie ZO-1 identifiziert worden 
und waren für diese ca. 90 A minosäuren lange Sequenz namensgebend (65). PDZ-
Domänen sind w ie L27 -Domänen P rotein-Protein-Interaktionsmodule und wirken al s 
Gerüstbestandteile des  Proteins, u m w eitere P roteine an  def inierte Lok alisationen 
innerhalb der Zelle zu rekrutieren (16). PATJ wird vornehmlich in epithelialen Geweben 
exprimiert: Blase, Testis, Ovar, Dünndarm, Kolon, Herz, Pankreas, Niere, Lunge sowie 
im Gehirn und im Skelettmuskel (39, 64). Shin et al. konnten zeigen, dass PATJ direkt 
an der Regulation von TJ-Formationen und am Aufbau von Zellpolarität beteiligt ist (78) 
und den Crumbs3-Komplex stabilisiert (53). In epithelialen Zellen kontrolliert PATJ die 
gerichtete M igration über di e R egulation von a PKC und P AR 3  (79). Dass P ATJ 
ebenfalls Targetprotein v on kanzerogenen Papillom- und bestimmten Adenoviren ist, 
die zu ei nem Verlust der TJ-Formation und Z ellpolarität führen, z eigt di e besondere 





Schematische Darstellung des Proteins PATJ 
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Zellpolarität hingegen ist kein autonomer Prozess innerhalb der Zelle, welcher al leine 
durch Zellpolaritätsproteine v ermittelt wird. Es ist vielmehr ein dynamischer Prozess, 
der auch das Zytoskelett benötigt. Diese Interaktionen zwischen Zellpolaritätsproteinen 
und Zytoskelettkomponenten werden u.a. durch Rho-Proteine vermittelt (26). So bindet 
bsp. der RAC G uanosinnukleotidaustausch-Faktor TI AM1 (T-cell-lymphoma and 
metastasis-1) an den PAR 3-PAR 6-Komplex und verbindet s omit R AC-Aktivität m it 
Polaritätsproteinen (59). 
 
1.5 Die Rho-GTPasen 
Rho-GTPasen sind Schlüsselregulatoren der Z ytoskelett-Dynamik und an vielen 
zellulären Prozessen wie Zellpolarität, Migration, V esikeltransport un d Z ytokinese 
beteiligt (21). Die Gruppe der Rho-Proteine als ein Teil der Ras-Superfamilie beinhaltet 
mehr als 20 M itglieder i nklusive CDC42 (Cell division control protein 42 homolog), 
RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) und RhoA (Transforming protein 
RhoA) (30). RhoGTPasen existieren in zwei Aktivitätszuständen und unterliegen der 
Kontrolle weiterer k leinerer Proteine. Die 
Regulation der RhoGTPasen ist abhängig 
von den R hoGEFs (Rho guanine  
nucleotide exchange factors), RhoGAPs 
(Rho guanine nucleotide activating 
proteins) und R hoGDI (Rho guanine 
nucleotide dissociation inhibitors).  
GEFs be sitzen v erschiedene Domänen 
und determinieren das abwärts gerichtete 
Signal der RhoGTPasen durch ihre 
Bindung und A nordnung verschiedener 
Effektormoleküle (52). Einige RhoGEFs 
sind s pezifisch f ür ei ne R hoGTPase, 
wohingegen an dere RhoGEFs m ehrere 
verschiedene RhoGTPasen ak tivieren 
können (26). Hierbei fungieren RhoGEFs 
als molekulare Switcher in der Zelle (45). 
Ausschlaggebend sind S ignalbefehle aus 
höheren Bereichen der Zelle, di e zu 
Abb. 6 
Rho-GTPasen und ihre Regulatoren 
 
Die G rafik d emonstriert di e R egulation d er 
RhoGTPasen un d z eigt i hren n atürlichen Z yklus. 
GEFs ak tivieren a n d er P lasmamembran 
RhoGTPasen. G APs können di ese w iederum 
inaktivieren. G DIs verhindern e ine s pontane 
Aktivierung. Details s. Text. 
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einem Anstieg von aktivierten GTPasen führen. Diese Aktivierung der RhoGTPasen 
geschieht dur ch B indung von G TP (Guanosintriphosphaten) mittels GE Fs. Im 
Gegensatz daz u f ühren GAPs z ur H ydrolyse der  R hoGTPasen und somit z u der en 
Inaktivierung. D ie F unktion der  R hoGDI bes teht dar in e ine S equestration von G DP 
herbeizuführen. Einerseits soll damit ein stabiler Pool an RhoGTPasen bereitgestellt 
werden, um eine schnelle Aktivierung der RhoGTPasen zu erreichen (71). Andererseits 
sollen die GDIs einen spontanen Austausch von GDP durch GTP verhindern und 
darüber hinaus gehen sie eine inhibierende Verbindung mit den βγ-Untereinheiten der 
GTPasen ein  (s. Abb. 6) (80). Aktivierte R hoGTPasen sind schließlich i n der  L age 
weitere abwärtsgerichtete Signale auszuführen und an diversen intrazellulären 
Funktionen teilzunehmen.  
1.6 Zielstellung 
Das Ziel dieser Arbeit sollte es sein, Aspekte der Zellpolarität und  Zellmorphologie in 
Podozyten besser zu verstehen. Für den Aufbau der komplexen Zellpolarität und der 
differenzierten Z ellmorphologie s ind z um einen ei n N etzwerk au s 
Zellpolaritätsproteinen (49) und z um an deren die D ynamik d es Z ytoskeletts 
verantwortlich (13). Bislang ist wenig über die Verbindungen zwischen Zellpolarität und 
der Regulation des Zytoskeletts bekannt. Daher sollte mit dem Protein PATJ und einer 
podozytären c DNA-Bank i m H efesystem ge screent werden. PAT J a ls 
Multidomänenprotein w ird i n der  N iere und i n P odozyten exprimiert (10). Da PATJ 
selbst keine enzymatische Aktivität aufweist, wird es als Gerüstprotein bezeichnet. In 
epithelialen Zellen ist PATJ als Zellpolaritäts- und Gerüstprotein bereits etabliert (78), 
deshalb ei gnet es  s ich bes onders, u m auch Z ellpolaritätskomplexe in P odozyten 
aufzuklären. 
Für dieses S creening sollte der N -terminale bis dat o w eniger unt ersuchte Part v on 
PATJ verwendet werden. Dieser schließt die Domänen L27 bis PDZ 4 ein. Bei diesem 
Screening w urden c a. 100 verschiedene K lone i soliert. Ein K lon kodiert für d ie N -
terminale v erkürzte F orm eines RhoGEF. R hoGEFs als Modulatoren von R ho-
GTPasen sind auch für Zellmotilität und Zellmorphologie mitverantwortlich (56). Zudem 
sind sie i ndirekt i n die i ntrazelluläre S ignalgebung i nvolviert (13, 16). Sie stellen 
deshalb interessante Proteine für Zellpolarität in Podozyten dar.  Dazu sollte die full 
length-Variante des neu identifizierten RhoGEF kloniert und an schließend 
molekularbiologisch untersucht werden. Zunächst galt es zu analysieren, ob das 
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Protein PATJ und der neu identifizierte GEF miteinander interagieren. H ierzu wurden 
Co-Immunopräzipitationen und Hefeinteraktionsstudien durchgeführt.  
Neben d er V erifikation der  I nteraktion sollte die Interaktion auf  distinkte B ereiche 
mittels Hefeinteraktions- und Pulldownexperimenten sowohl auf Seiten von PATJ wie 
auch auf Seiten des neu identifizierten RhoGEFs eingegrenzt werden. Zudem sollte mit 
Hilfe von W estern Blot-Analysen un d i mmunhistochemischen F ärbungen untersucht 
werden, ob beide Proteine in demselben Gewebe exprimiert werden.  
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2 Material  
2.1 Geräte 
 
Gerät Typbezeichnung Hersteller 
Autoklav Varioklav H+P Labortechnik GmbH 
Brutschränke Bakterien, 
Hefen B5050 Heraeus 
Brutschränke Zellkultur Heracell 240 Heraeus 
Elektrophoresekammern 
(Agarosegel) Model B1 
Peqlab Biotechnologie 
GmbH 
Elektrophoresekammern   
(PAA-Gel) Novex Mini-Cell Invitrogen 
Elisareader Multiscan EX Thermo Scientific 
Entwickler Optimax X-Ray Film Processor PROTEC Medizintechnik 
Geldokumentationssystem Lumi-Imager F1 Roche 
PCR-Gerät GeneAmp® PCRSystem 2700 Applied Biosystems 
pH-Meter RS-232-C Schott 
Photometer Smart Spec TM BioRad 
Schüttelinkubator Bakterien, 
Hefen Certomat® IS 
B.Braun Biotech 
International 
Spannungsquellen Power Pac HCTM BioRad 
Thermostaten Thermomixer comfort Eppendorf 
UV-Tisch (Transilluminator) IL-200-M H. Saur Laborbedarf  D-Reutlingen 
Vortexer VortexGenie2 Scientific Industries, Inc.N.Y. USA 
Waagen                    ScoutTMPro Explorer®Pro Ohaus 
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2.2 Allgemeine Chemikalien 
Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien stammen von den Firmen Sigma, Merck und  
Roth. 
Gerät Typbezeichnung Hersteller 
Western Blot-Apparatur Semidry Transfercell BioRad 
Zentrifugen 
Mikro 200 R 






Blue/Orange 6 x Loading Dye Solution Promega 
PAGE RulerTMPlus Prestained Protein 
Ladder Fermentas 
2-Propanol Roth 
1 kb DNA ladder Promega 
100 bp DNA ladder Promega 
Agarose Roth 
Bromphenolblau BioRad 
Coomassie brilliant blue R-250 Sigma 
Coumaridinsäure Sigma 
Crystal Clear Mounting Medium Sigma 
Diaminobenzidin (DAB) Merck/Sigma 
D-Glucose Monohydrat AppliChem 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 




Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Omnilab 
Glutathion Sepharose Amersham Biosciences 
fetal calf serum (FCS) Biochrom 






(KH2PO4 x 2 H2O) 
Aldrich 
Calciumchlorid Sigma 
LB-Broth Powder Sigma 
SuperSignal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate Thermo Scientific 
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2.3 Lösungen und Puffer 
Alle Puffer, Lösungen und Medien werden mit Aqua demin. angesetzt. Bei Puffern und 
Lösungen für molekular- oder mikrobiologische Arbeiten erfolgt vor Verwendung eine 
Autoklavierung bei 121°C für 30 min oder eine Sterilfiltrierung. Die Aufbewahrung 
erfolgt bei RT, wenn nichts anderes angeben ist. 
 
Substanz Hersteller 
Lumi-Light Plus Western Blotting Substrate Roche 
Lumi-Light Western Blotting Substrate Roche 
Methanol Roth 
N, N, N´, N´-Tetramethylendiamin (TEMED) Sigma, Fluka 
Natriumchlorid Fluka 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 
(NaH2PO4 x 2 H2O) 
Fluka 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma 
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem 
PEG 4000 Roth 
Paraformaldehyd (PFA) Fluka 
Parafin Merck/Sigma 
Ponceau S Lösung Sigma 
Precision Plus Protein Dual Colour Standard BioRad 
Salzsäure (HCl) 37 % Roth 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan  
(Tris, Trizma® Base) Sigma 
Triton® X-100 Sigma 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Sigma 
Xyloseersatzstoff  XEM-200 Vogel, Medizinische Technik+Elektro 
β-Mercaptoethanol (β-ME) Sigma 
Bezeichnung Hersteller/Zusammensetzung 
AA-Stammlösung 40 % Acrylamid/Bis-Acrylamid Solution, BioRad, 4°C 
Calciumchloridlösung 0.25 M/ 1M 
Extraktpuffer 
20 mM HEPES pH 7.9, 50 mM NaCl,  
2 mM MgCl2, 10 % Glycerol, 1 % Triton X-
100, 2 mM DTT 
Coomassie-Gebrauchslösung Coomassie-Stammlösung mit H2O 1:10 verdünnen 
Entfärbelösung für Coomassie-gefärbte 
Gele 
(hard destaining solution) 
(soft destaining solution) 
 
 
45 % Methanol, 10 % Essigsäure in H2O 
5 % Methanol, 7 % Essigsäure in H2O 
2 Material                                                                                                                      14 
 
 
2.4 Verbrauchsmaterialien und Kits 
Bezeichnung Hersteller 
Bakterien Kulturröhrchen Sarstedt 
BCATM Protein Assay Kit Thermo Scientific 
Blottingpapier Schleicher & Schüll 
ECL-Filme FUJIFILM Super RX 
Flexi-Strip Schaber BiWeX, Tilburg Holland 
Bezeichnung Hersteller/Zusammensetzung 
HEPES-Lösung (2x) 
HEPES acid 10 g, NaCl 16 g, KCl 0.74 g, 
Na2HPO4 x H2O 0.25 g, Glucose 2 g, 10 
ml 10 x PBS, mit H2O auf 1l auffüllen, pH 
7.05 einstellen, Gebrauchslösung: 4°C, 
dauerhafte Lagerung: -20°C 
Hepes 1M PAA, 4°C (dauerhafte Lagerung -20°C) 
IP-Puffer Gebrauchslösung IP-Puffer Stammlösung + 0.25 mM PMSF (in Ethanol) + 5 mM Na3VO4 
IP-Puffer Stammlösung 
1 % Triton X-100, 20 mM Tris/HCl pH 7.5, 
25 mM NaCl, 50 mM NaF, 15 mM EDTA, 
4°C 
Laemmli-Probenpuffer (2  x) 
20 % (v/v) Glycerol, 125 mM Tris/HCl pH 
6.8, 10 % (w/v) SDS, 0.2 % (w/v) 
Bromphenolblau, 5 % (v/v) β-ME 
in H2O, -20°C 
PBS (1 x) Dulbecco´s Phosphate buffered Saline mit und ohne Ca2+und Mg2+, PAA 
Protein-Laufpuffer (1 x) 
(1 x Running buffer) 
10 x Protein-Laufpuffer mit H2O 1:10 
verdünnen 
Protein-Laufpuffer (10 x) 
(10 x Running buffer) 
2 M Glycin, 0.5% (w/v) SDS, 250 mM 
Trizma Base 
TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer AppliChem 
TBS-T 
(Tris Buffered Saline + Tween) 
10 mM Tris pH 7.4, 0.05 % Tween 20, 
150 mM NaCl 
Transfer-Puffer (1 x) 1/10 10 x Transfer-Puffer, 1/5 Methanol, mit H2O auffüllen 
Transfer-Puffer (10 x) 144 g Glycin, 30 g Trizma Base, mit H2O auf 1l auffüllen 
Trypsin-EDTA PAA, Gebrauchslösung 4°C, dauerhafte Lagerung -20°C 
X-Gal-Gebrauchslösung 
 
10 ml Z-Puffer, 167 μl X-Gal 
Stammlösung, 27 μl β-ME, -20°C 
X-Gal-Stammlösung 
20 mg/l 5-bromo-4-chloro-3-indoyl- β-D-
Galaktopyranosid 
in DMF, vor Licht schützen, -20°C 
Z-Puffer 
10.7 g Na2HPO4 x 2H2O, 5.5 g NaH2PO4 
x 2H2O, 0.75 g 
KCl, 0.246 g MgSO4 x 4H2O, mit H2O auf 
1l auffüllen, pH 7.0 
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Bezeichnung Hersteller 
Gel- und PCR-Aufreinigungskit 




pENTR™/ D-TOPO® Cloning Kit Invitrogen 
Petrischalen für die Mikrobiologie Greiner 
Pipettenspitzen Sarstedt 
Plasmid Miniprepkit, Wizard® Plus SV 
Minipreps Promega/Qiagen 
Plastikwaren für die Zellkultur BD Falcon 
PureLinkHiPure Plasmid Filter Maxiprep 
Kit Invitrogen 
PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Immobilon 
Membran (0.45 μm) Millipore 
Reaktionsgefäße Eppendorf, Roth 
Sterilfilter Millipore 
Vectastain ABC-Kit, Peroxidase-Rabbit-
IgG Vector Laboratories 
Zentrifugenröhrchen Zentrifugenröhrchen BD Falcon 
Gateway® BP clonase® enzyme mix II Invitrogen 
 
2.5 Kulturmedien 
2.5.1 Medien zur Kultivierung von Hefen 
YPAD-Medium/Agarplatten 
10 g BactoTMYeast E xtrakt (FlukaBioChemika), 20 g BactoTMPepton (BD), s owie 100 
mg Adeninsulfat werden in 1 l H2O gelöst und ans chließend aut oklaviert. Danach 
werden 20 g  G lukose hinzugegeben. Den Y PAD-Agarplatten w ird v or de m 
Autoklavieren 20 g/l Agar hinzugefügt. 
 
SD-Selektionsmedium/Agarplatten 
Zunächst er folgt di e H erstellung d er 1 0 x  drop-out Lö sung d urch H inzugabe der  
folgenden Aminosäuren bzw. Purine. 
L-Methionin 200 mg/l L-Phenylalanin 500 mg/l 
L-Adeninhemisulfat 200 mg/l L-Threonin 2000 mg/l 
L-Arginin x HCl 200 mg/l L-Tyrosin 300 mg/l 
L-Isoleucin 300 mg/l L-Uracil 200 mg/l 
L-Lysin x HCl 300 mg/l L-Valin 1500 mg/l 
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Anschließend werden 6.7 g synthetic drop-out (FlukaBioChemika, Hefe-Basis-Medium) 
in 850 ml H20 gelöst und der pH-Wert mittels NaOH bei 5.8 justiert. Zur Herstellung von 
Agarplatten werden 20 g/l Agar zugegeben. Nach Autoklavieren erfolgt die Zugabe von 
50 ml Glukose (40 %) und es werden 100 ml der 10 x drop-out Lösung hinzugefügt. 
Je nach Bedarf w erden diesen Lösungen di e A minosäuren H istidin, Leuc in oder  




SD-L-T ent spricht H efeagarplatten oh ne L eucin und T ryptophan. A nalog dazu 
enthalten SD-L-T-H kein Leucin, kein Tryptophan und kein Histidin. 
3-AT-Lösung 
Zur Unterdrückung unspezifischer Histidin-Produktion auf histidindefizientem Medium 
wird dem Medium bzw. den Agarplatten 3-Amino-1, 2, 4-triazol (3-AT) in Konzentration 
zwischen 2 5 - 100 m M hinzugefügt, das ei ne spezifische H emmung des f ür di e 
Produktion von Histidin verantwortlichen Gens (HIS3) herbeiführt. 
2.5.2 Medien zur Kultivierung von Bakterien  
LB-Medium/Agarplatten 
Zur Flüssigkultur von Bakterien in Luria-Bertani-Medium werden 20 g LB-Broth (Sigma) 
in 1 l H2O gelöst. Zur Selektion bestimmter Bakterienkolonien werden anschließend bei 
Bedarf 100 μg/ml Ampicillin oder 35 μg/ml Kanamycin hinzugegeben. 
Die Herstellung von Agarplatten erfolgt in identischer Weise zum LB-Medium lediglich 
durch weitere Zugabe von 20 g/l Agar.  
2YT+ 2% Glucose-Medium   
Hierzu werden 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt mit 5 g NaCl versetzt und in 1l H2O 
gelöst. Nach dem Autoklavieren werden 20 g Glucose hinzugefügt. 
2.5.3 Medien zur Kultivierung eukaryoter Zellen 
Die Kultivierung von HEK 293T er folgt in D MEM Dulbecco´s modified Eagle Medium 
(+L-Glutamin+high Glucose 4.5 g/l) + 10 % FCS. 
L-Histidin 2 g/l 
L-Leucin 10 g/l 
L-Tryptophan 2 g/l 
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2.7 Hefen (Saccharomyces cerevisiae) 
Stamm Hersteller 
MaV 203 Invitrogen 
 
2.8 Zelllinien 




(human embryonic kidney) 
Kultivierung: 37°C 
ATCC: CRL-11268 




























AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High 
Fidelity Invitrogen 
Asc I NEB, Promega 
Pac I NEB, Promega 
Proteinase K Invitrogen 
 
Die Lagerung aller Enzyme erfolgt bei -20 °C. 
 
2.10 Antikörper 
Spezifität Spezies Hersteller 
Anti-GFP JL-8 Maus  Clontech 
Anti-FLAG (M2) Maus Sigma 
Anti-GFP Kaninchen  Santa Cruz 
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Spezifität Spezies Hersteller 
Anti-SA-RhoGEF C-term Kaninchen Zur Verfügung gestellt von Koi-Ichi Nagata. 
Anti-SA-RhoGEF N-term Kaninchen Nagata 2005 (56) 
Anti-WT-1 Kaninchen Santa Cruz 
Anit-V5 Kaninchen Invitrogen 
Ziege-anti-Kaninchen-
Peroxidase Ziege 




Jackson Immuno Research 
Laboratories Inc 
 
Die Lagerung der Antikörper erfolgte bei -20 °C. 
  
2.11 Plasmide und Vektoren 
Name Beschreibung/Eigenschaften Referenz 
pFLAG SA-RhoGEF fl Expression von SA-RhoGEF fl AG Pavenstädt 
pDEST 22 Gateway Destination prey-Vektor Invitrogen 
pDEST 22 SA-RhoGEF  
C-term 
Expression des C-Terminus von 
SA-RhoGEF diese Arbeit 
pDEST 22 SA-RhoGEF  
C-term-4 
Expression des C-Terminus von 
SA-RhoGEF ohne die letzten 
vier Aminosäuren 
diese Arbeit 
pDEST 22 SA-RhoGEF 
FL 
Expression von SA-RhoGEF full 
length diese Arbeit 
pEYFP PATJ N-terminal getaggtes PATJ Zur Verfügung gestellt von Ben Margolis 
pDEST 32 Gateway Destination bait-Vektor Invitrogen 
pDEST 32 PATJ L27 Expression der L27 Domäne von PATJ AG Pavenstädt 
pDEST 32 PATJ L27-
PDZ 1 
Expression der Domänen L27- 
PDZ 1 von PATJ AG Pavenstädt 
pDEST 32 PATJ L27-
PDZ 2 
Expression der Domänen L27- 
PDZ 2 von PATJ AG Pavenstädt 
pDEST 32 PATJ L27-
PDZ 3 
Expression der Domänen L27- 
PDZ 3 von PATJ AG Pavenstädt 
pDEST 32 PATJ L27-
PDZ 4 
Expression der Domänen L27- 
PDZ 4 von PATJ AG Pavenstädt 
pENTR/D-TOPO Gateway pENTR Vektor Invitrogen 
pENTR SA-RhoGEF C-
term C-Terminus von SA-RhoGEF diese Arbeit 
pENTR SA-RhoGEF C-
term-4 
C-Terminus von SA-RhoGEF 
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2.12 Oligonukleotide 
Die O ligonukleotide w urden auf ei ne K onzentration von 10 0 p mol/µl m it 
molekularbiologischem (mb) Wasser eingestellt. 
Name Sequenz 5´- 3` 
M 13 fw  GTAAAACGACGGCCAG 




p114RhoGEFSeq1 CCAGGAGTCCCTGGAGGAGG  
p114RhoGEFSeq1-r CCTCCTCCAGGGACTCCTGG  
p114RhoGEFSeq2 GCTTCAGCGGCAGCTCCACC 
p114RhoGEFSeq2-r GGTGGAGCTGCCGCTGAAGC 




Name Beschreibung/Eigenschaften Referenz 





SA-RhoGEF full length ohne die 
letzten vier Aminosäuren 
diese Arbeit 
V5-SA-RhoGEF FL Expression von SA-RhoGEF full length diese Arbeit 
pcDNA/V5-DEST Destination-Vektor mit V5-tag Invitrogen 
V5-SA-RhoGEF FL-4 
Expression von SA-RhoGEF full 
length ohne die letzten vier 
Aminosäuren 
diese Arbeit 
pGEX-PDZ 2 Bakterielle Expression von GST-getaggtem PDZ 2 diese Arbeit 
pGEX Expressionsvektor für GST-getaggtes Fusionprotein GE Healthcare 
pEXP™-AD502 Klon 
57.2 
Expressionsvektor enthält Klon 
57.2 AG Pavenstädt 
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prey fw TATAACGCGTTTGGAATCACT 
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3 Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR dient der Amplifikation geringer Mengen definierter DNA-Sequenzen, die 
durch h ochspezifische P rimer f lankiert w erden. Durch V ariation der  T emperatur in 
einem Thermocycler innerhalb ei nes Zyklus erfolgt zunächst eine Denaturierung der  
doppelsträngigen DNA mit anschließender Anlagerung der Primer. Schließlich wird die 
Zielsequenz mittels einer hitzestabilen DNA-Polymerase amplifiziert. 
Zielsequenz Primer Ansatz Bedingungen 
SA-RhoGEF 




3 µl FLAG-SA-RhoGEF 
1 µl accuprime- 
       Polymerase 
5 µl accuprime 10 x Puffer 
5 µl Primer fw 
5 µl Primer rev 
31 µl H20 (mb) 
94°C – 3   min 
94°C – 30 sec 
61°C – 1   min 
72°C – 3   min 
72°C – 5   min 











3 µl FLAG-SA-RhoGEF 
1 µl accuprime- 
       Polymerase 
5 µl accuprime 10 x Puffer 
5 µl Primer fw 
5 µl Primer rev 
31 µl H20 (mb) 
94°C – 3   min 
94°C – 30 sec 
61°C – 1   min 
72°C – 3   min 
72°C – 5   min 
  4°C –      ∞ 
 
35 Zyklen 
    








p114 RhoGEF  
Seq 1 
p114 RhoGEF  
Seq 2 
p114 RhoGEF  
Seq 3 
p114 RhoGEF  
Seq 4 
p114 RhoGEF  
Seq 5 
p114 RhoGEF 
rev Seq 1 
p114 RhoGEF 
rev Seq 2 
 
10 µl 
3 µl pENTR/D-Topo SA-   
       RhoGEF fl/fl-4 
1 µl Big-Dye Mix 
2 µl Big-Dye Puffer 
1 µl Primer 
3 µl H20 (mb) 
 
 
96°C – 10 sec 
95°C – 1   min 
45°C – 5   sec 
60°C – 4   min 
  4°C –      ∞  
 
25 Zyklen 
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Nach erfolgter S equenzierungs-PCR werden di e A nsätze dem Sequenzierungslabor 
des Universitätsklinikum Münster übergeben und dort analysiert. 
3.1.2 Restriktionsanalyse 
Die Restriktionsanalyse dient der Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen und 
anschließender Darstellung in der Agarosegelelektrophorese. 
Hierzu werden 200 ng bis 1 µg Plasmid-DNA mit je 0,5 µl Endonuklease versetzt. Dazu 
werden 1 µl 10 x BSA und jeweils 1 µl des entsprechenden NEB-Puffers gegeben. Der 
Ansatz wird mit Aqua demin. auf 10 µl aufgefüllt und für 1 h im Temperaturoptimum der 
Endonukleasen bei 37°C inkubiert. 




1 µl  
BSA 10 x 
1 µl  
NEB 4 
mit Aqua 
demin. auf 10 
µl aufgefüllt  
 
3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgt photometrisch bei 260 nm. Die Probe 
wird dazu 1:70 verdünnt und gegen den Leerwert des Verdünnungsmittels gemessen. 
Die Reinheit der DNA-Probe kann aus dem Quotienten der  Absorbtionsmessung bei  
260 n m und 280  nm be stimmt w erden. Wenn s ich ein W ert zwischen 1,7 u nd 2, 0 
ergibt, so liegt eine „reine“ DNA-Probe vor. 
3.1.4 Agarosegelelektrophorese 
In der  Agarosegelelektrophorese w erden N ukleinsäuremoleküle a nhand i hres 
Molekulargewichtes auf getrennt. In A bhängigkeit der  G röße d er D NA-Fragmente  
werden 50 ml 0,5-2 % Agarose in eine Gelkammer gegeben und m it Ethidiumbromid 
Sequenzierung Primer Ansatz Bedingungen 
 p114 RhoGEF 
rev Seq 3 
p114 RhoGEF 
rev Seq 4 
p114 RhoGEF 
rev Seq 5 
  
Klon 57.2 prey seq fw 10 µl 
5 µl pExpAD Klon 57.2 
1 µl Big-Dye Mix 
2 µl Big-Dye Puffer 
1 µl Primer 
1 µl H20 (mb) 
96°C – 10 sec 
95°C – 1   min 
45°C – 5   sec 
60°C – 4   min 
  4°C –      ∞  
 
25 Zyklen 
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1:10000 versetzt.  Anschließend erfolgt das Einbringen eines Kamms, um Taschen für 
das Auftragen der P roben z u modulieren. Innerhalb von 30 min kommt es  z ur 
Polymerisation de s G els, das in eine Elektrophoresekammer üb erführt w ird und  m it 
TAE-Puffer aufgefüllt wird. 
Nach Entfernen des Kammes werden 5 µl des Molekulargewichtsmarkers DNA-ladder  
(Promega) und j eweils 10 µ l der  P roben, w elche mit 6 -fach loading-dye (Promega) 
versetzt worden sind, auf das Gel aufgetragen. Es wird eine Spannung von 100 V für 1 
h angelegt, bei der die negativen DNA-Fragmente zur Anode wandern. In Abhängigkeit 
von ihrer Größe wandern kleine Fragmente schneller und große Fragmente langsamer. 
Die Visualisierung und Dokumentation erfolgt an einem Transilluminator. 
3.1.5 Purifikation von DNA-Fragmenten 
Zunächst wird eine DNA-Probe mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, um 
diese anschließend durch Visualisierung unter UV-Licht aus dem Gel auszuschneiden. 
Es folgt die eigentliche Aufreinigung, die m it dem Zymoclean Gel DNA Recovery K it 
nach Herstellerangaben durchgeführt wird. 
3.1.6 Klonierung 
Unter Klonieren wird das Einbringen einer DNA-Sequenz in einen Vektor verstanden. 
Zum K lonieren w urde das G ateway Cloning S ystem von I nvitrogen verwendet. 
Zunächst w ird die j eweilige Sequenz mittels P CR a mplifiziert. Über ei ne 
Agarosegelelektrophorese wird diese Sequenz aufgetrennt und ihre molekulare Größe 
überprüft. Nach Extraktion und A ufreinigung folgt die TOPO Cloning Reaktion in den 
Eingangsvektor pENTR/D-Topo nach Herstellerangaben. 
Nach Klonierung der DNA-Sequenzen in den Ausgangsvektor pENTR/D-TOPO kann in 
verschiedene Zielvektoren (pDEST 22, pcDNA/V5) umkloniert werden. Dies erfolgt mit 
der Gateway
 
LR Clonase-Reaktion ebenfalls nach Angaben des Herstellers. 
3.1.7 Plasmidpräparation  
Zur S icherung einer er folgreichen K lonierung wird jeweils e ine einzelne K olonie der 
transformierten  B akterien entnommen und in e ine 5 ml Flüssigkultur (LB-Medium mit 
adäquater A ntibiotikaresistenz) bei  37° C und 250 r pm O /N überführt. D ie 
Plasmidpräparation er folgt nac h Angaben de s jeweiligen H erstellers. Die G röße der  
DNA-Fragmente der aufgereinigten Plasmide wird mittels Restriktionsanalyse und 
anschließender Agarosegelelektrophorese kontrolliert. 
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3.2 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.1 Herstellung des rekombinanten GST-Fusionsproteins (GST-PDZ 2) 
100 ng pGEX-PDZ 2 werden in den E .coli S tamm BL21 t ransformiert s. Kap. 3.3.6 . 
Von d en t ransformierten B akterien w ird ei ne 25 ml O/N-Kultur in LB -Medium m it 
Ampicillin bei 37°C angelegt. 20 ml dieser Vorkultur werden dann zum Animpfen einer 
1 l LB-Medium Hauptkultur mit entsprechender Resistenz genutzt. Diese Kultur wird bei 
180 rpm und 37°C bis zu e iner OD600 von 0,6-0,8 inkubiert. Anschließend er folgt die 
Induktion mit 1 mM IPTG und eine weitere Inkubation bei 37°C für 3 h bei  180 rpm im 
Schüttler. Durch Zentrifugation der Kultur bei 4500 rpm für 20 min bei 4°C werden die 
Bakterien p elletiert und an schließend mit 50 ml P BS+complete r esuspendiert. D ie 
Zellen w erden mittels U ltraschall in 9 Z yklen f ür j eweils 10 s ec b ei 50 %  Leistung 
lysiert. Es folgt d ie Zugabe von ausreichend Trition X-100 und eine Inkubation für 30 
min im Über-Kopf-Schüttler bei 4°C. Dieser Ansatz wird schließlich bei 12000 rpm für 1 
h b ei 4°C zentrifugiert. Der Ü berstand enthält das g ewünschte Fusionsprotein G ST-
PDZ 2. 
3.2.2 Proteinbestimmung  
Die Messung von Proteinkonzentrationen erfolgt mittels BCA Protein Assay Kit (Termo 
Scientific). Zunächst w ird d ie B SA-Standardreihe v on 0 µg/µl – 2000 µ g/µl nac h 
Herstellerangaben erstellt. 2 x 24 µl des jeweiligen Standards werden in verschiedene 
Wells einer Microtiterplatte gegeben. Danach werden 2 x  jeweils 3, 4, 6,  8, 12, 24 µl 
des zu messenden Proteins in weitere Wells hinzugefügt und auf insgesamt 24 µl mit 
H2O ergänzt. Schließlich werden zu j edem Ansatz 200 µ l A rbeitsreagenz (Erstellung 
nach Herstellerangaben) hinzugegeben. Der Ansatz wird vorsichtig geschüttelt, um für 
30 min bei 37°C inkubiert zu werden. Über eine Extinktionsbestimmung bei 562 nm in 
einem Elisa-Reader erfolgt schließlich die Proteinmessung. 
3.2.3 Durchführung der GST-Pulldowns 
Der GST-Pulldown ist  eine Methode, um P rotein-Protein-Interaktionen in vitro 
nachzuweisen. Ein rekombinant hergestelltes Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsprotein bindet dabei an eine Glutathion-Sepharose-Matrix. Das anschließend 
hinzugefügte, in euk aryoten Zellen überexprimierte P rotein w ird dann z usammen m it 
dem GST-Fusionsprotein im Western Blot detektiert. 
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Zunächst er folgt di e E xpression d er P roteine. G ST-PDZ 2 w ird w ie in Kap. 3.2.1 
exprimiert und SA-RhoGEF fl/fl-4 wird in HEK 293T Zellen überexprimiert s. Kap 3.2.4. 
Nach Lyse der  Z ellen und P roteinbestimmung erfolgt die Immobilisierung v on 20 µl 
equilibrierter Glutathion-Sepharose mit de m G ST-Fusionsprotein. D ieser A nsatz w ird 
mit PBS auf 300 µ l ergänzt und f ür 1 h bei  4°C im Über-Kopf-Schüttler immobilisiert. 
Danach wird der Ansatz insgesamt 3 x für jeweils 5 min mit 500 µl der Pufferabfolge (I) 
gewaschen. Es f olgt ei ne Zentrifugation f ür 1 min bei 4° C und 1000 r pm. D er 
Überstand wird nach jedem Waschschritt abgenommen. Anschließend werden die mit 
SA-RhoGEF fl überexprimierten HEK-Zelllysate in definierter Menge hinzugegeben und 
mit PBS auf 3 00 µ l aufgefüllt. Der A nsatz w ird bei 4°C im Über-Kopf-Schüttler O/N 
inkubiert.  
Dieser Ansatz wird erneut jeweils 3 x  m it unterschiedlichen Puffern (II) für 5 m in, wie 
zuvor be schrieben, gewaschen. A nschließend w ird der  Ü berstand vollständig 
abgenommen und mit 2 x Lämmli Puffer versetzt und für 5 min bei 95°C erhitzt. Diese 
Proben werden für 1 min bei 1000 rpm und RT zentrifugiert. Anschließend werden sie 
durch ei n SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und können im Western Blot 
analysiert werden. 
Pulldown GST-PDZ 2/SA-RhoGEF fl 
GST-Fusionsprotein 
HEK-Zelllysate 
200 µg GST-PDZ 2-Extrakt 
200 µg SA-RhoGEF fl-Extrakt 
Puffer (I) 2 x PBS, 1 x Extraktpuffer 
Puffer (II) 
3 Ansätze mit jeweils 3 verschiedenen 
Puffer gewaschen 
1. Ansatz: 3 x Extraktpuffer 
2. Ansatz: 3 x Extraktpuffer + 2% Trition   
                 X-100 
3. Ansatz: 3 x Extraktpuffer + 2% Trition   
                 X-100+ 150 mM NaCl 




Pulldown GST-PDZ 2/ SA-RhoGEF fl, SA-RhoGEF fl-4 
GST-Fusionsprotein 
HEK-Zelllysate 
300 µg GST-PDZ 2-Extrakt 
300 µg SA-RhoGEF fl-Extrakt 
Puffer (I) 2 x PBS, 1 x Extraktpuffer 
Puffer (II) 3 x Extraktpuffer 
Einsatz für SDS-Gelelektrophorese je Ansatz 25 µl 
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3.2.4 Proteinexpression und Proteinextraktion im eukaryoten System 
Zur G ewinnung e ndogener oder exogen t ransfizierter P roteine m üssen Lysate 
eukaryoter Zellen erstellt werden. Exogen transfizierte Zellen können 24 h nach 
Transfektion lysiert werden. 
Nachfolgende Schritte erfolgen auf Eis. H ierzu w erden di e Z ellen einer 10 c m 
konfluenten Schale nach Absaugen des N ährmediums zunächst mit 10 ml 1 x PBS 
gewaschen. Nach er neutem A bsaugen w erden 300 µ l I P-Puffer +  c omplete (4°C) 
hinzugefügt. Nachfolgend werden die Zellen mechanisch mit einem Schaber von der  
Kulturschale ent fernt. Zusammen mit dem Puffer werden sie in ein 1,5 m l Eppendorf 
Reaktionsgefäß überführt.  E s folgt e ine mechanische Homogenisierung des Lysates 
mit einer 1 ml Spritze und einer 20 G Kanüle. Die Zellen werden insgesamt 6 x 
innerhalb der  K anüle ges chert. Nach ei ner I nkubation von 15 min auf  E is w ird das  
Zelllysat bei 14000 rpm für 20 min zentrifugiert. Der entstandene Überstand enthält das 
Protein. Dieser Überstand mit den löslichen Proteinen kann direkt für weitere 
Experimente verwendet oder bei -80°C gelagert werden.   
3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
Um Proteine na ch i hrer m olekularen G röße aufzutrennen, w ird e ine S DS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt. Es w erden diskontinuierliche Puffer 
verwendet. D ie T renn- und S ammelgele w erden wie i n der  T abelle (s.u.) gezeigt 
hergestellt. Nach Einfüllen des Trenngels erfolgt eine Überschichtung mit Isopropanol. 
Nachdem das Trenngel vollständig polymerisiert ist, wird das Isopropanol entfernt. Das 
Trenngel wird mit dem Sammelgel übergossen. Ein Kamm, welcher Taschen innerhalb 
des Gels schafft, wird eingesetzt, um später die Proben in das Gel einzubringen. Nach 
Polymerisation des Sammelgels und Entfernen des Kamms werden die Proben mit 2 x 
Laemmli bei  95° C f ür 5 min d enaturiert, an schließend 1 min bei R T un d 1 000 rpm 
zentrifugiert. Die Gelkassette wird nun in eine Gelkammer eingebracht, die vollständig 
mit 1 x Proteinlaufpuffer gefüllt wird.  Die Proben werden zusammen mit 5 µl eines 
Molekülgrößenmarkers Page RulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas) in 
das Gel e ingebracht. D ie E lektrophorese erfolgt bei einer Spannung v on 100 V  im 
Sammelgel und 200 V im Trenngel. 
Komponenten 
(Angabe in ml) Sammelgel 5 % Trenngel 6 % Trenngel 12 % 
H2O 2.1 5.3 3.3 
30 % Acrylamidmix 0.5 2.0 4.0 
1.0 M Tris pH 6.8 0.38 - - 
1.5 M Tris pH 8.8 - 1.5 2.5 
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Komponenten 
(Angabe in ml) Sammelgel 5 % Trenngel 6 % Trenngel 12 % 
10 % SDS 0.03 0.1 0.1 
10 % APS 0.03 0.1 0.1 
TEMED 0.003 0.008 0.004 
 
3.2.6 Western Blot 
Die Western Blot-Analyse ermöglicht die immunologische Detektion einzelner Proteine 
aus einer Ansammlung eines Proteingemisches. Das Proteingemisch muss zuvor über 
eine SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt werden.  
Zu Beginn des Western Blots nach dem semi-dry Verfahren wird eine PVDF-Membran 
für 5 min in Methanol equilibriert. Insgesamt 4 Lagen Whatman-Papier mit einer Stärke 
von 3 mm werden in Transferpuffer getränkt. Der Zusammenbau des Blots erfolgt nach 
dem S andwichprinzip. Die S chichtung begi nnt aus gehend von d er A node der  
Blotkammer. Auf 2 Lagen Whatman-Papier folgt die equilibrierte PVDF-Membran. Dem 
nun folgenden SDS-Gel schließen sich erneut 2 Lagen Whatman-Papier an. 
In der Mehrfachschichtung befindliche Luftblasen werden entfernt und der Blot kann 
nach Verschluss mit der Kathode begonnen werden. Der Proteintransfer erfolgt bei  
1-1.2 m A/cm2 Gel. Die Dauer von 1 -2 h  des Blotverfahrens v ariiert dabei mit der zu 
transferierenden Proteingröße (s.u. Tab). Nach Abschluss des Blotverfahrens wird die 
PVDF-Membran mit 5 %  T rockenmilchpulver i n T BS-T z ur A bsättigung f reier 
Proteinbindungsstellen für 1 h bei 37°C geblockt.  
Alle W aschschritte werden jeweils 6 x f ür 5 min i n T BS-T dur chgeführt. S ämtliche 
hinzugefügte Antikörper werden in 5 % Trockenmilchpulver in TBS-T verdünnt.  
Nach Waschen der mit Milchpulver inkubierten Membran wird der Primärantikörper für 
1 h bei  R T h inzugefügt (s.u. Tab). N ach er neutem Waschen w ird der  mit ei ner 
Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper hinzugegeben (s.u. Tab) und für 30 min bei 
RT inkubiert. Schließlich wird d ie Membran ein letztes Mal gewaschen und mit e inem 
Peroxidasereagenz befeuchtet, um die Proteinbanden zu detektieren (s.u. Tab). Das in 
der Peroxidasereaktion freigewordene Li cht kann mittels ei nes R öntgenfilms e rfasst 
























Dauer des Western 
Blots 1h 10min 1h 10min 2h 1h 10min 













































3.2.7 Coomassie-Färbung von PVDF-Membranen 
Die Färbung der PVDF-Membranen erfolgt zur V isualisierung von Proteinbanden und 
zur optischen Quantifizierung der eingesetzten Proteinmenge. 
Die PVDF-Membran wird dazu mit Coomassie-Gebrauchslösung überschichtet und für 
3 min bei  RT auf  einem Schüttler inkubiert. D ie Membran w ird ans chließend 2 x  m it 
jeweils 20 ml Hard-Destaining Solution gewaschen. O/N wird die Membran schließlich 
mit 20 ml Soft-Destaining Solution gewaschen. 
3.2.8 Co-Immunopräzipitation von EYFP-PATJ/FLAG-SA-RhoGEF fl 
Die C o-Immunopräzipitation i st e in V erfahren z ur Identifikation von P rotein-Protein- 
Interaktion i n euk aryoten Z ellen. Die P roteine w erden dazu i n e ukaryoten Z ellen 
überexprimiert, um  i hre I nteraktion über  i mmunologische D etektionsverfahren 
nachzuweisen. 
HEK 293T-Zellen werden mit EYFP-PATJ und FLAG-SA-RhoGEF fl transfiziert (s. Kap. 
3.3.7). Nach Lyse der Zellen und Proteinbestimmung erfolgt die Immobilisation von 300 
µg FLAG-SA-RhoGEF-Extrakt mit 20 µl M2-beads. Nach Zugabe von 300 µl PBS wird 
dieser Ansatz für 1 h bei 4°C im Über-Kopf-Schüttler inkubiert. Danach wird der Ansatz 
3 x für jeweils 5 min mit 500 µl Extraktpuffer gewaschen.  300 µg EYFP-PATJ-Extrakt 
werden hinzugeben und mit 300 µl PBS ergänzt. Der Ansatz wird O/N bei 4°C im Über-
Kopf-Schüttler inkubiert. Es w ird erneut 3 x  m it j eweils 500 µ l für 5 m in m it dem 
Extraktpuffer gewaschen. 
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Das P roteingemisch kann in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt werden, um die 
Proteine schließlich im Western Blot zu detektieren.  
3.3 Zellbiologische und mikrobiologische Methoden 
3.3.1 Kultivierung und Lagerung von Hefen (Saccharomyces cerevisiae) 
Die K ultivierung von Hefen (Saccharomyces cerevisiae) geschieht i n YPAD-Medium 
bei 250 rpm oder auf YPAD- Agarplatten jeweils bei 30°C. Zur Kultivierung wird mit 
einer sterilen Impföse eine kleine Menge aus einer Glycerinkultur entnommen und mit 
einem Vereinzelungsausstrich auf eine YPAD-Agarplatte überführt und bei 30°C für 1-3 
d inkubiert. Nach Anzucht der Hefen auf Agarplatten wird eine Kolonie entnommen und 
in 25 m l YPAD-Flüssigmedium üb erführt. U m s tetiges Wachstum der H efen z u 
gewährleisten, wird jeden Tag ein Medienwechsel durchgeführt. Analog zur 
Kultivierung in Flüssigmedium können die Hefen zur Selektion auf SD-Agarplatten 
kultiviert werden. 
Hefen k önnen bei  4° C auf  A garplatten gel agert w erden. Z ur da uerhaften La gerung 
empfiehlt sich jedoch da s A nlegen eines 2 5 % G lycerinstocks. 500 µ l ei ner H efe-
Flüssigkultur werden hierzu mit 500 µl 50 % Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert. 
3.3.2 Kultivierung und Lagerung von Bakterien (Escherichia coli) 
Bakterien können sowohl als Flüssigkultur in LB-Medium bei 250 rpm als auch auf LB-
Agarplatten b ei 37° C O/N kultiviert w erden. D urch Z ugabe eines entsprechenden 
Antibiotikums kann eine Selektion transformierter Bakterien erreicht werden. 
Die Lager ung von Bakterien k ann k urzfristig bei  4° C er folgen. Z ur dau erhaften 
Lagerung w ird ana log z u den H efen ei ne G lycerinkultur er stellt und bei  -80°C 
aufbewahrt. 
3.3.3 Kultivierung eukaryoter Zellen (HEK 293T) 
HEK 293T-Zellen werden in 10 c m Gewebekulturschalen mit 1 0 ml H EK-Medium (s. 
Kap 2.5.3) bei 37°C kultiviert. Wenn die Zellen einen zu mind. 70 % konfluenten 
Zellrasen gebildet haben, werden sie in einem adäquaten Verhältnis  geteilt und weiter 
kultiviert. D iese P assagierung wird al le 2 -3 d  dur chgeführt. Zunächst w ird da s 
verbrauchte Medium entfernt und die Zellen werden mit 10 ml raumtemperiertem PBS 
gewaschen. Um ein leichtes Ablösen der Zellen von der Kulturschale zu gewährleisten, 
wird 1 m l Trypsin/EDTA auf den Zellrasen gegeben und für 3 min bei 37°C inkubiert. 
Nach E ntfernen d es T rypsins w erden 6  m l K ulturmedium hinzugegeben. Die Z ellen 
werden resuspendiert und auf neue Gewebekulturschalen verteilt und m it 10 m l 
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frischem Kulturmedium versetzt. Die HEK 293T-Zellen werden anschließend bei 37°C 
kultiviert. 
3.3.4 Einfrieren eukaryoter Zellen 
Ca. 106 Zellen werden mit raumtemperiertem PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin 
versetzt. Anschließend werden die Zellen mit 6 ml Zellkulturmedium resuspendiert und 
bei RT für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Mit 1 ml FCS (10 %(v/v) DMSO) wird das 
Zellpellet r esuspendiert. Die Zellen werden in Kryoröhrchen überführt und das 
schrittweise E infrieren w ird beg onnen. Zunächst w erden die Z ellen 24 h bei  -20°C 
gelagert. Nach der weiteren Lagerung bei -80°C für 24 h  erfolgt eine definitive 
Lagerung in flüssigem Stickstoff. 
3.3.5 Auftauen eukaryoter Zellen 
Die Z ellen werden bei RT a ufgetaut. Nach Überführung d er Z ellen i n vorgewärmtes 
Medium werden die Zellen für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird 
abgenommen. Das Zellpellet wird in Zellkulturmedium resuspendiert und k ann wie in 
Kap 3.3.3 kultiviert werden. 
3.3.6 Transformation von Bakterien 
Für die Transformation wird ein A liquot des kompetenten E.coli Stammes DH10B auf 
Eis aufgetaut. 10 µl Plasmid-DNA werden mit 100 µl der aufgetauten Bakterien versetzt 
und für 30 min auf  E is inkubiert. Es folgt ein H itzeschock von 1 min bei 42°C. Nach 
erneuter Inkubation für 5 min auf Eis werden 200 µl 2YT+Glc (2%) hinzugegeben und 
bei 37° C und 2 00 r pm f ür 1 h i nkubiert. D urch A usstreichen der  t ransformierten 
Bakterien auf LB-Agarplatten, welche ein geeignetes Antibiotikum besitzen, kann eine 
Selektion erfolgen. 
3.3.7 Transiente Transfektion von HEK 293T-Zellen 
Die t ransiente Transfektion v on H EK 293T-Zellen w ird m it C alcium-Phosphat-DNA-
Präzipitaten dur chgeführt. D ie H EK-Zellen müssen a m V ortag derart g eteilt w erden, 
dass sie am Tag der Transfektion zu 60 % konfluent sind. Für die Transfektion  werden 
7 µg Plasmid-DNA des zu exprimierenden Proteins in ein 2 ml Reaktionsgefäß 
vorgelegt. 500 µl 0,25 M CaCl2 werden hinzugegeben und kurz gevortext. Schließlich 
werden 500 µl 2x HEBS (s. Kap 2.3)  unter Vortexen hinzugegeben. Dieser Ansatz wird 
tropfenweise und vollständig auf die Zellen gegeben. Die Zellkulturschale wird 
vorsichtig ges chwenkt und a nschließend im Zellkulturbrutschrank bei 37°C inkubiert. 
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Nach 8 h er folgt ein Medienwechsel. 24-48 h nach der Transfektion können die Zellen 
zur Proteingewinnung lysiert werden.    
3.4 Das Yeast Two-Hybrid System 
Das ProquestTM Yeast Two Hybrid (Y2H) System ist eine Methode, um Protein-Protein- 
Interaktionen im Hefestamm Saccharomyces cerevisiae in vivo zu untersuchen. Hierzu 
wird di e c DNA der Proteine, der en Interaktionsverhalten ü berprüft w erden soll, in 
spezielle Hefevektoren kloniert. Der Vektor pDEST 22 hat als bait- (Köder) Vektor eine 
GAL 4 DNA Bindungsdomäne. Analog besitzt der Hefeexpressionsvektor pDEST 32 
als prey-(Beute) Vektor eine GAL 4 Aktivierungsdomäne. 
Zum Nachweis einer positiven Interaktion kommt es zur Fusion der mit den Plasmiden 
gekoppelten Transkriptionsfaktoren und damit zu deren Aktivierung. Diese Aktivierung 
bewirkt die Transkription der unabhängigen Reportergene HIS 3, URA 3 oder LacZ.  
Die A uxotrophie-Marker H IS 3 und URA 3 ermöglichen den Interaktionsnachweis in 
Histidin und Uracil defizientem Medium. Über die Aktivierung des LacZ-Gens lässt sich 
die β-Galctosidase A ktivität über ei nen k olorimetrischen T est ( s. K ap. 3. 4.4)  als 
Interaktionsmarker nutzen. Um ein Selektionswachstum  auf Leucin- und Tryptophan- 
defizientem M edium z u er reichen, kodieren di e pr ey-Vektoren z usätzlich f ür eine 
Tryptophan-Auxotrophie und die bait- Vektoren für eine Leucin-Auxotrophie. 
Im H efesystem s tellt d as H IS 3 G en den s ensitivsten I nteraktionsmarker dar . Eine 
geringe basale Expression von HIS 3 im Hefestamm MaV 203 sowie e ine bestimmte 
Transkriptionsaktivität der bait-Proteine können zur Aktivierung des HIS 3 Gens führen. 
Um eine unspezifische Aktivierung des HIS 3 G ens zu verhindern, wird dem Histidin 
defizienten Medium 3-Amino-1, 2, 4-triazol (3-AT) hinzugefügt, welches in Abhängigkeit 
der Dosis die Biosynthese von Histidin inhibiert. 
3.4.1 Herstellung kompetenter Hefezellen 
25 ml YPAD+Glucose-Medium werden mit dem Hefestamm MaV 203 angeimpft, O/N 
bei 250 r pm u nd 30°C i nkubiert und am nä chsten T ag auf  ei ne O D600 von 0, 2 
eingestellt. E s f olgt ei ne w eitere I nkubation bei  250  r pm und 3 0°C. Wenn di e 
Hefezellen eine OD600 von 0,6-0,8 erreicht haben, werden diese für 3 min bei 2000 rpm 
zentrifugiert. D as Z ellpellet wird i n 5 m l A qua de st. resuspendiert und er neut bei  
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes wird das 
Zellpellet mit 5 ml 50 % (w/v) PEG 4000 resuspendiert. 
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3.4.2 Transformation von Hefezellen 
Zu 100 ng P lasmid DNA werden 720 µl der kompetenten Hefezellsuspension, 108 µl 
1M Lithiumacetat und 135 µl H2O gegeben. Dieser Ansatz wird für 30 min bei 250 rpm 
und 30°C inkubiert. Es folgt ein 30 min Hitzeschock bei 42°C. Danach wird der Ansatz 
für 5 m in auf Eis inkubiert und da nn für 3 m in bei 2000 r pm bei RT zentrifugiert. Das 
Zellpellet w ird in 100 µ l resuspendiert und auf S D-L-T u nd S D-L-T-H -Medium  
ausgestrichen. Die Platten werden für 2-4 d bei 30°C inkubiert. 
3.4.3 Prey Plasmid-DNA-Isolation 
Um ei nen neuen I nteraktionspartner aus d em Y 2H-Screen z u i dentifizieren, m uss 
dieser zunächst isoliert werden. Die direkt aus den Hefen isolierte Plasmid-DNA ist in 
der R egel ni cht br auchbar f ür w eitere Restriktionsanalysen od er S equenzierungen. 
Daher muss die Plasmid-DNA zunächst in E.coli retransformiert werden.  
Kommt es  im Y2H-Screen zu einer pos itiven I nteraktion ei nes Klons m it dem bai t-
Plasmid, muss dieser zunächst i n eine Kultur gebr acht werden (s. Kap. 3.3.1). 
Darauffolgend wird eine Minipräparation (s. Kap. 3.1.7) mit dem Quiagen-Kit 
durchgeführt. Die Prozedur wird insofern modifiziert, als dass bei  Zugabe des Puffers 
P2 ferner eine kleine Menge G lasbeads hi nzugegeben w ird, um  die Z ellwände der  
Hefezellen z u er öffnen. Im w eiteren V erlauf wird di e P lasmid-DNA in E.coli 
transformiert ( s. Kap. 3.3.6). E s s chließt si ch e rneut ei ne Plasmidpräparation an 
(s. Kap. 3.1.7), um anschließend eine Sequenzierung durchzuführen (s. Kap. 3.1.1). 
3.4.4 β-Galactosidase Filter Assay (β-Gal-Assay) 
Die I nteraktion z weier P roteine im Y2H-Sytems kann zur E xpression des lacZ-Gens 
führen. Das lacZ Gen kodiert für eine β-Galactosidase und katalysiert die Hydrolyse 
von X-Gal ( 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-Galaktopyranosid) zu einem blauen Indigo-
Farbstoff. F ür di e D urchführung w erden 2 Filterpapiere in der  G röße einer 
Agarkulturplatte benötigt. Das eine Filterpapier wird in eine leere Agarkulturschale mit 
einem Durchmesser von 10 cm gelegt und zusammen mit 2,5 ml X-Gal Lösung unter 
einem Laborabzug i nkubiert. D as an dere F ilterpapier wird di rekt auf  di e S D-
Selektionsplatten m it den H efekolonien pl atziert und ang edrückt. Durch s chnelles 
Entfernen des Filterpapieres gelingt es die Hefekolonien auf das Filterpapier zu 
transferieren. Im Anschluss wird dieses Filterpapier mittels einer Pinzette für 10 sec in 
flüssigen S tickstoff überführt. D as g efrorene Filterpapier wird m it der  ni cht m it 
Hefekolonien beschichteten Seite auf das X-Gal get ränkte F ilterpapier gelegt und bei 
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RT mit der Abdeckung der  Kulturschalen inkubiert. Nach 2 -3 h wird das Experiment 
durch Öffnen der Abdeckung gestoppt und in Hinblick auf eine Blaufärbung untersucht.  
3.5 Immunhistochemische Analyse 
Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich via Antikörpermarkierung spezifische 
Strukturen mikroskopisch darstellen. D ie i mmunhistochemischen F ärbungen w urden 
nach der ABC (Avidin-Biotin-Complex)-Methode erstellt. 
Humanes Nierengewebe mit einer Schnittdicke von 3 µ m wird zunächst in PFA f ixiert 
und dann in Parafin eingebettet. Mittels eines Xylolersatzstoffes werden die Schnitte 
durch zweimaliges Waschen für jeweils 10 min entparaffiniert. Über eine absteigende 
Alkoholreihe beginnend bei 100 % bis 50 % werden die Gewebsschnitte rehydriert und 
anschließend 2 x mit PBS gewaschen. Um eine kompetitive Hemmung der endogenen 
Peroxidase zu erreichen, werden die Schnitte für 20 min mit 3 % H2O2 bei RT inkubiert, 
um d anach 3 x  f ür 5 min mit P BS gew aschen z u w erden. Zur Blockierung 
unspezifischer Hintergrundfärbung erfolgt eine Inkubation für 20 min mit 30 % FCS in  
PBS verdünnt bei R T. Bei 4°C O/N wird der Primärantikörper, welcher in 1 % BSA 
vorliegt, in PBS verdünnt (s. Tab). 
 
Nach Inkubation mit dem Primärantikörper werden die Gewebsschnitte für 3 x  10 min 
mit P BS gew aschen. E s s chließt s ich eine Inkubation für 40 m in mit dem  B iotin 
markierten  S ekundärantikörper ( Ziege ant i Kaninchen 1:200) an. D anach w ird auf  
dieselbe Weise w ie z uvor gew aschen. E s f olgt d ie Inkubation m it der  ABC-
Komplexlösung ( 1:100) für 40 m in bei RT. Nachfolgend wird wie zuvor gewaschen. 
Schließlich erfolgt die Detektion mittels Diaminobenzidin (DAB) für 5 min. Der Prozess 
wird durch Abgießen des DAB und 10 min Waschen mit PBS gestoppt, ehe mit Aqua 
demin. für 2 min gewaschen und der eingefärbte Gewebsschnitt mit Aquatex versiegelt 
wird.
 
Anti-SA-RhoGEF C-terminal 1:100 1:200 
Anti-SA-RhoGEF N-terminal 1:100 1:200 
Anti-WT-1  1:400 
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4 Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit war es, Aspekte der Zellpolarität von Podozyten zu analysieren. 
Hierzu sollte der in einem Hefescreening gefundene mögliche Interaktionspartner von 
PATJ z unächst i dentifiziert und di e Interaktion bes tätigt w erden. Ein weiterer 
Schwerpunkt l ag auf d er D etermination der  f ür di ese I nteraktion verantwortlichen 
Domänen. Anschließend wurde das  Expressionsverhalten des n euen 
Interaktionspartners analysiert.  
 
4.1 Isolierung der RhoGEF-Mutante aus dem Y2H-Screen 
Im Y2H-Screen w urde der Klon 57.2 al s ei n p otenter I nteraktionspartner von PATJ 
identifiziert. Die Sequenzierung der Insert-DNA von Klon 57.2 und der Abgleich dieser 
Sequenz in der Datenbank BLAST zeigt, dass dieser für die N-terminal verkürzte Form 
von SA-RhoGEF kodiert. D as P rotein ist auch unter den S ynonymen p114rhoGEF, 
ARHGEF18, KIAA0521 bekannt.  
SA-RhoGEF ist ein Protein, welches in zwei Isoformen exprimiert wird. Es kodiert eine 
Isoform A mit 1015 Aminosäuren und eine Isoform B mit 1173 Aminosäuren. 
Der neu identifizierte K lon 57.2 ist im Aminosäurebereich von 532 bis 1015 zu 100% 
homolog m it SA-RhoGEF (Septin-associated R ho g uanosine nucleotide ex change 
factor). Dieser Bereich enthält  eine Prolin-reiche Region und ein PDZ-Bindungsmotiv. 
Diese N -Terminal v erkürzte Mutante s chließt d ie D H-(Dbl-Homology) und di e PH-
(Pleckstrin-Homology)-Domänen nicht mit ein (s. Abb. 7). Die DH-/PH- Doppeldomäne 
von S A-RhoGEF s tellt eine f ür G EFs t ypische Struktur  dar (s. Abb. 7 ). Der e rste 
RhoGEF  wurde als Transformationsgen in diffusen B-Zell Lymphomen identifiziert und 
daher als Dbl bezeichnet. DH-Domänen s ind essentieller Bestandteil a ller GEFs und 
vermitteln R ho/Rac G EF-Aktivität. H ierbei k atalysieren s ie den A ustausch 
energiereicher Phosphate von GDP zu GTP und sind somit in der Lage GTPasen zu 
aktivieren. Die PH-Domäne zeigt zwei homologe Bereiche zu Pleckstrin und wirkt 
modulierend auf die GEF-Aktivität. Darüber hinaus sind PH-Domänen in der Lage mit 
anderen Proteinen zu interagieren.  
In s einem C -terminalen B ereich besitzt SA-RhoGEF eine P rolin-reiche S equenz (5, 
56). Zudem bi ldet ei n PDZ-Bindungsmotiv das C -terminale E nde von S A-RhoGEF. 
Diese PDZ-Bindungsmotive werden in drei Klassen eingeteilt (s. Tab. 1). 
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Hierbei s ind di e letzten v ier A minosäuren ei ner P DZ-Sequenz ent scheidend f ür di e 
Einordnung in die jeweilige Klasse. Dabei können jedoch Aminosäurereste bis hin zur 
achten Position die Bindung beeinflussen (34, 58, 81).  
 
Klassifizierung der PDZ-Bindungsmotive anhand ihrer Proteinligandensequenz (25)  
SA-RhoGEF besitzt in s einer C -terminalen P DZ-Bindungssequenz di e es sentiellen 
Aminosäuren Valin [ V], I soleucin [I], P henylalanin [ F], P henyalanin [F] ( VIFF). B ei 
dieser Aminosäuresequenz s ind nicht nur  di e zweite und die vierte Aminosäure 
hydrophob, sondern alle Aminosäuren dieser Sequenz. Das PDZ-Bindungsmotiv lässt 











Klassifizierung von PDZ-Motiven 
AS:  Aminosäure 
X :   unspezifische AS  
















Struktur von SA-RhoGEF und von Klon 57.2 
SA-RhoGEF besitzt eine DH-Domäne (103-299 aa) und eine PH-Domäne (336-439 aa), es enthält eine 
Prolin-reiche R egion ( 954-969 aa) u nd e in P DZ-Bindungsmotiv i n d en l etzten vier A minosäuren. SA-
RhoGEF besitzt dazu eine Bindungsdomäne für Septin 9b. Der Klon 57.2 beinhaltet die 
Aminosäuresequenz von 532 bi s 1015.  E r enthält die P rolin-reiche S equenz und das P DZ-
Bindungsmotiv der Klasse II. 
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4.2 Verifizierung der Interaktion  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass der im Screening gefundene Klon 57.2 eine 
verkürzte Form des Proteins SA-RhoGEF darstellt und bek annt ist, dass SA-RhoGEF 
als Modulator des Aktinzytoskeletts Einfluss auf die Zellmorphologie hat und indirekt in 
die intrazelluläre S ignalgebung i nvolviert i st (5, 56 , 60) stellt es ei n interessantes 
Protein f ür Z ellpolarität in Podozyten dar. Daher ist e s von Interesse da s 
Interaktionsverhalten von PATJ und SA-RhoGEF zu untersuchen. 
 
Beim S creening i m H efesystem w urden verkürzte V arianten von SA-RhoGEF u nd 
PATJ b enutzt. D iese k önnen sich hi nsichtlich i hrer I nteraktion an ders verhalten al s  
full length P roteine. D aher w urde m ittels C o-Immunopräzipitation (s. Abb. 8) unter 
Einsatz der vollständigen Proteine von SA-RhoGEF (aa 1-1015) und PATJ (aa 1-1801) 
untersucht, ob ei ne I nteraktion bei der P roteine auch i n vitro stattfindet. 
Für di eses E xperiment w urde z unächst di e f ull length V ariante von SA-RhoGEF i n 
einen eukaryotischen Expressionsvektor kloniert, welcher ein FLAG-Epitop-tag besitzt. 
Dabei handelt es sich um eine Sequenz, die SA-RhoGEF vorgelagert ist. Mittels eines 
für di e F LAG-Sequenz s pezifischen Antikörpers k ann da s K onstrukt F LAG-SA-
RhoGEF sicher immunologisch detektiert werden. 
Für EYFP-PATJ, das ein N-terminales Epitop-Tag besitzt, konnte auf Vorarbeiten der 
AG-Pavenstädt z urückgegriffen w erden. HEK 293T-Zellen wurden mit FLAG SA-
RhoGEF und EYFP-PATJ unabhängig voneinander transfiziert. Diese Säugertierzellen 
eignen sich besonders gut für die transiente Expression von Proteinen. Nach Lysierung 
der HEK 293T-Zellen er folgte eine Co-Immunopräzipitation. H ierbei wurde FLAG-SA-
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Die Co-Immunopräzipitation zeigt, dass sich EYFP-PATJ nur in Gegenwart von M2-
Beads und FLAG-SA-RhoGEF detektieren lässt. Daraus ergibt sich, dass FLAG-SA-
RhoGEF und E YFP-PATJ i n v itro m iteinander i nteragieren. D ie im H efe-Screening 
gefundene I nteraktion l ässt s ich a uf diese W eise m it den f ull length Proteinen 
bestätigen. Bei SA-RhoGEF handelt es sich also um einen echten Interaktionspartner 
von PATJ.  
 
4.3 Mapping der PATJ-SA-RhoGEF Interaktionsdomänen 
4.3.1 Mapping der PATJ -Interaktionsdomäne  
Neben der Verifikation der Interaktion ist es von großem Interesse die Interaktion auf 
distinkte B ereiche ei nzugrenzen. H ierzu w urde ei n M apping sowohl auf  Seiten v on 
PATJ wie auch auf Seiten von SA-RhoGEF durchgeführt.  Da die Interaktion von PATJ 
und SA-RhoGEF in der Hefe identifiziert wurde, sollte mit Hilfe des Yeast2Hybrid (Y2H) 
Systems die I nteraktion w eiter eingegrenzt w erden. Dabei w urden z wei Aspekte 
untersucht, z um ei nen, l ässt sich di e I nteraktion de s K lon 57.2 und d em f ull length 
Protein mit PATJ im Y2H-System bestätigen und zum anderen, welche PATJ-Domäne 
vermittelt die Interaktion? 
Abb. 8 
Western Blot der Co-Immunopräzipitation von EYFP-PATJ und FLAG-SA-RhoGEF 
Spur 1  zeigt ei ne Bande von EYFP-PATJ al s Ladungskontrolle b ei 2 50 k D an .  
Spur 2  zeigt die Inkubation v on M 2-Beads un d EYFP-PATJ. E s zeigt sich k eine B ande. M2-Beads 
interagieren n icht u nspezifisch m it EYF P-PATJ. Spur 3 z eigt d en I nput v on E YFP-PATJ b ei 2 50 k D.  
Spur 4 zeigt Inkubation von M2-Beads, EYFP-PATJ und FLAG-SA-RhoGEF. Es lässt sich eine Bande auf 
Höhe von 250 kD detektieren. Diese Bande entspricht EYFP-PATJ. 
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Hierzu wurden Y2H-Co-Transformationsstudien (s. Abb. 9) wie im Kapitel 2 M aterial  
beschrieben durchgeführt. 
In beiden Co-Transformationen zeigen sich Aktivierungen der Auxotrophiegene für 
Histidin, indem sich ein Wachstum auf S D-L-T-H-Kulturmedium bei den Co-
Transformationen von Klon 57.2 und SA-RhoGEF mit den Verkürzungsmutanten L27-
PDZ 4, -PDZ 3, -PDZ 2 ei nstellt. Zum an deren k ommt es b ei d iesen C o-
Transformationen zu einer Blaufärbung im β-Gal-Assay, w eil das  La cZ-Gen n ur bei  
einer Interaktion ak tiviert w ird. Da beide Gene unabhängig v oneinander kodiert s ind, 
liegt eine zweifache Bestätigung für eine Interaktion vor. Bei Transformation mit d em 
Leervektor kommt es ni cht z u ei ner A ktivierung di eser G ene. Dies bel egt, da ss di e 
Reportergene nicht unspezifisch aktiviert werden. 
Es gelang also zum einen die im Hefe-Screening gefundene Interaktion des Klons 57.2 
mit den im Screening beteiligten Domänen von PATJ zu bestätigen und zum anderen 
konnten di e ber eits in der  C o-Immunopräzipitation gez eigten E rgebnisse verifiziert 
werden. D ie I ntegration di eser E rgebnisse d eutet a uf ei ne B eteiligung der  P DZ 2-
Abb. 9 
Hefe-Co-Transformationen der prey -Plasmide von Klon 57.2  (aa  532-1015) und SA-RhoGEF (aa 1-
1015) mit Verkürzungsmutanten der bait -Plasmide von PATJ (L27-PDZ 4, L27-PDZ 3, L27-PDZ 2, 
L27-PDZ 1, L27) sowie mit dem Leervektor 
Die l inke S palte de r b eiden T afeln z eigt e in W achstum d er i n H efen c o-transformierten P lasmide au f 
Leucin u nd Tryptophan de fizienten M edien a n.  Es z eigt sich e in Wachstum be i a llen A nsätzen. D ie 
mittlere Sp alte der b eiden T afeln zeigt da s W achstumsverhalten a uf L eucin, T ryptophan u nd Histidin 
defizientem M edium an .  Hierbei z eigt s ich  b ei de n C o-Transformationen v on K lon 57 .2  mit d en 
Verkürzungsmutanten L27-PDZ 4, -PDZ 3, -PDZ 2 ein deutliches Wachstum. Bei den übrigen kommt es 
nur zu einem sehr geringen Wachstum. Bei den Co-Transformationen mit SA-RhoGEF stellt sich bei L27-
PDZ 4 und L27-PDZ 2 ein mäßiges Wachstum ein. Die Co-Transformation von SA-RhoGEF mit L27-PDZ 
3 z eigt h ingegen de utliches Wachstum. B ei d en üb rigen C o-Transformationen i st kein W achstum 
festzustellen. Der LacZ Test, welcher in  rechten Spalte der beiden Tafeln dargestellt ist, fällt bei den Co-
Transformationen mit PATJ L27-PDZ 4, -PDZ 3,-PDZ 2 positiv aus. 
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Domäne von PATJ i n der  I nteraktion mit SA-RhoGEF u nd K lon 5 7.2 hi n. 
Um eine B eteiligung der  P DZ 2-Domäne z u bes tätigen, w urde ei n G ST-Pulldown 
durchgeführt (s. Abb. 10). Hierzu wurde die PDZ 2-Domäne als GST-Fusionsprotein in 
E.coli exprimiert. D ie G lutathion-S-Transferase fungiert hierbei als E rkennungstag für 
Glutathion, welches s pezifisch an G lutathion-Sepharose bea ds bindet un d somit 
präzipiert werden kann. 
SA-RhoGEF w urde z unächst mit ei nem N -terminalen V 5-Tag versehen un d in HEK 
293T-Zellen überexprimiert. Nach Lysierung der HEK 293T Zellen erfolgte der G ST-
Pulldown. GST-PDZ 2 wurde mit einer Glutathion-S-Matrix in Gegenwart von SA-
RhoGEF präzipitiert, um anschließend V5-SA-RhoGEF im Western Blot zu detektieren 
(s. Kap. 3.2).  
Die drei mit jeweils unterschiedlichen Aufreinigungsbedingungen durchgeführten GST-
Pulldowns zeigen, dass sich SA-RhoGEF nur in Gegenwart der GST-getaggten PDZ 2- 
Domäne von PATJ (s. Spur 3, 5, 7) detektieren lässt. Mit alleinigem GST erfolgt keine 
Detektion von SA-RhoGEF (s. Spur 2, 4, 6). Daraus folgt, dass die durch die Hefe-Co-
Transformation erlangten Ergebnisse einer Beteiligung der PDZ 2-Domäne von PATJ 
in der Interaktion mit SA-RhoGEF bestätigt werden können.  
Abb. 10 
Western Blot-Analyse des GST-Pulldowns von V5-SA-RhoGEF und GST-PDZ 2 (PATJ) 
 
Spur 1  z eigt S A-RhoGEF b ei 1 14 k D al s L adungskontrolle a n. Spur  2,4,6 z eigt di e I nkubation v on 
GST/V5-SA-RhoGEF mit unterschiedlichen Waschreagenzien; es wird nur eine Bande für GST bei 28 kD 
sichtbar;  es besteht somit keine unspezifische Interaktion zwischen GST/V5-SA-RhoGEF. Die Spuren 3, 
5, 7 zeigen die Inkubation von GST-PDZ 2/V5-SA-RhoGEF mit unterschiedlichen Waschreagenzien;  SA-
RhoGEF lässt sich somit nur in der Gegenwart von GST-PDZ 2  detektieren. Der geringe Nachweis von 
V5-SA-RhoGEF i n der Spur 4 lässt s ich durch n icht ideale Lösungsbedingungen und e ine extrem hohe 
Konzentration v on G ST er klären. A ußerdem w ird e ine d iskrete Doppelbande u nterhalb de r ei gentlichen 
Höhe v on S A-RhoGEF s ichtbar, w elche am  ehesten durch Degradation h ervorgerufen wird. 
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4.3.2 Mapping der SA-RhoGEF-Bindungsdomäne 
Nachdem bereits die Interaktionsdomäne von PATJ bestimmt werden konnte, lag nun 
der Fokus auf dem Mapping der Bindungsdomäne von SA-RhoGEF. Die I nteraktion 
wurde mit dem Klon 57.2 gefunden. Da diese Interaktion auch bestätigt werden konnte 
und der Klon sowohl eine verkürzte Form von SA-RhoGEF is t als auc h nur den  
Aminosäurebereich von 532 bis 1015 kodiert, war es sinnvoll, die Interaktionsdomäne 
in diesem C-terminalen Bereich zu suchen. SA-RhoGEF enthält wie eine Vielzahl 
anderer RhoGEFs ein PDZ-Bindungsmotiv in seinem C-terminalen Bereich (16). Die 
letzten vier Aminosäuren bilden dort ein PDZ-Bindungsmotiv der Klasse II. Das Protein 
PATJ enthält ebenfalls eine PDZ-Domäne. Daher wurde das Interaktionsverhalten von 
SA-RhoGEF i n A bhängigkeit v on seinem P DZ-Bindungsmotiv u nd definierten P ATJ 
Verkürzungsmutanten zunächst in Y2H-Co-Transformationsstudien untersucht (s. Abb. 
12). Hierzu wurde ein Konstrukt erstellt, bei dem die letzten vier Aminosäuren fehlen (s. 
Abb. 11). 
SA-RhoGEF oh ne di e l etzten v ier A minosäuren (nachfolgend SA-RhoGEF fl-4 
genannt) wurde a nschließend al s prey-Plasmid i n de n V ektor pD EST 22 k loniert. 
Bei den  eingesetzten P ATJ-Verkürzungsmutanten wurden L 27-PDZ 4 , L27-PDZ 2 
Konstrukte, w elche al s bait-Plasmide i n pD EST 32 vorlagen, verwendet. Schließlich 
wurden di ese P lasmide i n k ompetente H efezellen t ransformiert und  i hr 
Wachstumsverhalten auf Aminosäure defizienten Medien und im LacZ Test beurteilt. 
Abb. 11 
Domänenstruktur von SA-RhoGEF jeweils mit und ohne PDZ-Bindungsmotiv 
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Die Hefe-Co-Transformation zeigt in allen Ansätzen einen negativen lacZ Test.  
Bei der  H efe-Co-Transformation v on SA-RhoGEF fl  w/o V IFF m it PATJ L27-PDZ 2  
stellt sich kein W achstum auf  SD-L-T-H Medium ein. In der Hefe-Co-Transformation 
von SA-RhoGEF fl  w/o VIFF m it PATJ L27-PDZ 4 wird ein Hintergrundwachstum auf      
SD-L-T-H Medium sichtbar. Der negative lacZ-Test macht eine Interaktion über diese 
Domänen unwahrscheinlich. In der Hefe-Co-Transformation von SA-RhoGEF f l-4 und 
dem Leervektor pD est32 kommt es zu keinem Wachstum. Es liegt somit keine 
unspezifische Aktivierung der Reportergene vor. 
Im Vergleich zu den u nter Abb. 9 und Abb. 10 dargestellten Ergebnissen deutet dies 
darauf hin, dass das VIFF-Motiv die Interaktion vermittelt. 
Wie bereits im Y2H-System gezeigt werden konnte, ist d ie PDZ 2-Domäne von PATJ 
bedeutend f ür di e I nteraktion mit SA-RhoGEF. D eswegen w ar es  i nteressant den 
Einfluss des VIFF-Motivs von SA-RhoGEF auf die an der Interaktion beteiligte PDZ 2-
Domäne von P ATJ z u unt ersuchen. F ür di ese A nalyse w urde ei n G ST-Pulldown 
durchgeführt (s. Abb. 13). Hierzu wurde die PDZ 2-Domäne als GST-Fusionsprotein in 
E. c oli exprimiert. N -terminal V5-getaggtes SA-RhoGEF wurde als Konstrukt mit und  
ohne VIFF-Motiv konstruiert. Anschließend wurden beide V5-SA-RhoGEF Varianten in 
HEK 293T-Zellen in unabhängigen Experimenten exprimiert. Nach Lysierung der HEK 
Abb. 12 
Hefe-Co-Transformation der prey-Plasmide von SA-RhoGEF w/o VIFF mit den 
Verkürzungsmutanten der bait-Plasmide von PATJ (L27-PDZ 4, L27-PDZ 2) sowie mit dem 
Leervektor 
 
In de r l inken S palte zeigt s ich b ei a llen C o-Transformationsansätzen e in Wachstum a uf L eucin u nd 
Tryptophan defizientem Medium. Die Transformation war somit erfolgreich. In der mittleren Spalte ist das 
Wachstumsverhalten a uf L eucin, T ryptophan u nd H istidin d efizientem Medium d argestellt. B ei d er Co-
Transformation von SA-RhoGEF fl-4 mit L27-PDZ 4 kommt es auf SD-L-T-H Medium zu einem mäßigen 
Wachstum. Bei der Transformation von SA-RhoGEF fl-4 zeigt sich sowohl bei der Transformation mit 
L27-PDZ2  als a uch mit d em Leervektor kein Wachstum a uf SD-L-T-H. E s k ommt be i k einer C o-
Transformation zur Blaufärbung im lacZ-Test.   
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293T-Zellen erfolgte der GST-Pulldown. Die nachfolgende Abbildung zeigt die Western 
Blot-Untersuchung des GST-Pulldowns V5-SA-RhoGEF fl/fl-4 und GST-PDZ 2 (PATJ). 
SA-RhoGEF lässt sich mit dem VIFF-Bindungsmotiv bei 114 kD detektieren. In beiden 
Western Blots zeigen s ich Doppelbanden unterhalb von 114 k D. Diese B anden 
könnten unspezifischen Abbau von SA-RhoGEF darstellen.  
Ohne da s PDZ-Bindungsmotiv lässt sich SA-RhoGEF nur äußerst schwach 
nachweisen. E in Fehlen der letzten vier Aminosäuren bei SA-RhoGEF führt somit zu  
einer geringen Interaktion an die PDZ 2-Domäne von PATJ. Diese Analyse zeigt, dass 
das V IFF-Bindungsmotiv f ür di e I nteraktion PAT J/SA-RhoGEF n otwendig i st; 
möglicherweise s ind aber  noc h z usätzliche F aktoren an d er I nteraktion beteiligt, da 
auch in der Spur 2 ein geringer Nachweis von SA-RhoGEF detektiert werden kann. 
 
Neben der Interaktion v on S A-RhoGEF und P ATJ i st auc h die E xpression v on  
SA-RhoGEF in der Niere von großem Interesse.  
Abb. 13 
Western Blot-Analyse des GST-Pulldowns von V5-SA-RhoGEF fl/fl-4 mit GST-PDZ 2 (PATJ) 
Oberer Teil der Abbildung 
Spur 1 zeigt V5-SA-Rho-GEF fl bei 114 kD; 
Spur 2 zeigt einen diskreten Nachweis von V5-SA-Rho-GEF fl-4 bei 114 kD. In beiden Blots kommt eine 
Doppelbande bei etwa 100 kD sowie eine bei 70 kD zur Darstellung. 
Unterer Teil der Abbildung 
Spur 1 und Spur 2 zeigen jeweils die Ladungskontrolle von V5-SA-RhoGEF fl/fl-4. Hier wird ebenfalls eine 
Doppelbande un terhalb v on S A-RhoGEF s ichtbar. D ie D oppelbanden entstehen w ahrscheinlich d urch 
Degradation im C-terminalen Bereich von SA-RhoGEF.  
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4.4 Expression von SA-RhoGEF in der Niere 
PATJ und seine Expression in der Niere und in Podozyten konnte schon nachgewiesen 
werden (10). Weiterhin demonstrierten die G ruppen um Nagata sowie um  B lomquist  
bereits, dass auch SA-RhoGEF in der Niere exprimiert wird (5, 56). Jedoch ist bislang 
noch nichts darüber bekannt, ob und falls ja, wo genau SA-RhoGEF in den Podozyten 
exprimiert wird.  
Um diesen Aspekt zu untersuchen, wurden zum einen Western Blot-Analysen und zum 
anderen immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt.  
4.4.1 Expressionsanalyse von SA-RhoGEF mittels Western Blot 
Dadurch, dass SA-RhoGEF in Podozyten identifiziert wurde, l iegt bereits e in H inweis 
vor, das s S A-RhoGEF auc h in N ierengewebe ex primiert w ird.  
Daher kamen unterschiedliche Zelllinien, w elche spezifisch für bestimmte Strukturen 
oder E ntwicklungsstadien der Niere sind, z um Einsatz. A b8-Zellen s ind hum ane 
Podozyten. Aus diesen Zellen stammt auch die Podozyten-cDNA-libary, mit der initial 
nach neuen PATJ Interaktionspartnern gescreent wurde. HEK 2 93T-Zellen stammen 
aus embryonalen humanen N ierenzellen. Außerdem wurden IHKE-Zellen untersucht, 
bei denen es sich um immortalisierte humane proximale Tubuluszellen handelt. Neben 
humanen Zelllinien wurden noch Zelllinien aus Mäusen analysiert. Hierzu wurden K8-
Zellen verwendet. Hierbei handelt es sich um Podozyten der Maus. Schließlich wurden  
M-PT-Zellen untersucht, welche proximale Mäuse-Tubuluszellen sind.  
Nach Kultivierung der  Zellen wurden diese lysiert. Schließlich wurde endogenes SA-
RhoGEF mit H ilfe e ines C-terminalen Anti-SA-RhoGEF A ntikörpers in di esen 
Zelllysaten i m Western Blot detektiert (s. Abb. 14). Der Antikörper wurde unserer 
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SA-RhoGEF wird sowohl in humanen Zelllinien wie auch in Mäuse-Zelllinien exprimiert. 
Bei den hu manen Z elllinien i st S A-RhoGEF be sonders i n den pr oximalen 
Tubuluszellen aber  au ch i n de n P odozyten na chweisbar. D iese E rgebnisse w erden 
durch die Expression v on SA-RhoGEF in den Mäuse-Zelllinien, ebenfalls Podozyten 
und Tubuluszellen unterstützt. 
4.4.2 Immunhistochemischer  Expressionsnachweis 
Nachdem bereits mit molekularbiologischen Methoden die Expression von SA-RhoGEF 
in der Niere demonstriert werden konnte, soll nun auch der morphologische Nachweis 
von SA-RhoGEF i n der N iere geführt w erden. H ierzu w urden i mmunhistochemische 
Färbungen (s. Abb. 15) von  h umanen Nieren durchgeführt und die Lokalisation von 
SA-RhoGEF i nnerhalb de s P arenchyms unt ersucht. D ie A ntikörper w urden uns erer 
Arbeitsgruppe freundlicherweise von K. Nagata zur Verfügung gestellt. 
Zur Detektion wurden ein C-terminaler A nti-SA-RhoGEF-  und ein N-terminaler Anti-
SA-RhoGEF-Antikörper, der  speziell gegen di e D H/PH D omäne von SA-RhoGEF 
gerichtet ist (56), eingesetzt. 
Abb. 14 
Expressionsanalyse von SA-RhoGEF in verschiedenen Zelllinien mittels Western Blot 
 
Spur 1: Ab8; Spur 2: HEK 293T;  
Spur 3: IHKE; Spur 4: K8-Podozyten; 
Spur 5: M-PT-proximale Tubuluszellen 
Die W estern Blot-Analyse zeigt d ie E xpression von S A-RhoGEF b ei e twa 1 14 kD i n al len d argestellten 
Zelllinien, b esonders s tark i st d ie E xpression von S A-RhoGEF i n P odozyten ( Ab8) u nd p roximalen 
Tubuluszellen (IHKE). In HEK 293T-Zellen und in K8-Zellen ist die Expression hingegen mäßig.  In M-PT-
Zellen i st di e E xpression g ering. B ei j eder Z elllinie z eigt sich n eben e iner B ande be i 1 14 k D für SA -
RhoGEF noch eine weitere Bande etwa bei 100 kD. Hierbei handelt es sich um ein Degradationsprodukt 
oder um eine Spleißvariante. 
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Abb. 15 
Immunhistochemische Analyse von SA-RhoGEF in der Niere 
 
Abb. A zeigt die Färbung  mit einem Antikörper gegen den C-Terminus von SA-RhoGEF. In  Abb. B ist die 
Färbung mit einem gegen den N-Terminus von SA-RhoGEF gerichteten Antikörper dargestellt.  Die Abb. C 
und D stellen eine Ausschnittsvergrößerung der Abb. A und B dar. In Abb. E ist eine Negativ-Kontrolle des 
Sekundärantikörpers dargestellt. Die Abb. F zeigt eine Anfärbung mit dem Podozytenmarker 
Wilmstumorgen 1 (WT-1). 
 
 
Die Färbungen gegen den C-Terminus von SA-RhoGEF zeigen, dass SA-RhoGEF 
sowohl pod ozytär e xprimiert w ird, aber au ch i n ex traglomerulären S trukturen hier 
besonders i n t ubulären S trukturen vorkommt. E benso d emonstrieren di e F ärbungen 
gegen de n N-Terminus v on SA-RhoGEF ei ne deutliche Anfärbung v on 
intraglomerulären Strukturen, welche Podozyten zuzuordnen sind.  
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Es ist ebenfalls eine Anfärbbarkeit von tubulären Strukturen zu beobachten. 
Durch D etektion de s N -Terminus u nd d es C -Terminus v on SA-RhoGEF k onnte auf 
zweifache, una bhängige A rt u nd Weise g ezeigt w erden, das s S A-RhoGEF i n 
Podozyten exprimiert w ird. S A-RhoGEF ist aber  nicht nur  auf  Podozyten beschränkt, 
sondern wird auch im Tubulussystem exprimiert.  
Die Negativkontrolle zeigt keinen oder nur sehr wenig Hintergrund. Die Färbung gegen 
WT-1, einem Podozytenmarker, zeigt eine hochspezifische Anfärbbarkeit der 
glomerulären Podozyten. 
Die immunhistochemischen E rgebnisse unt erstützten di e auf m olekularbiologischem 
Weg gewonnenen Daten. SA-RhoGEF f indet s ich in verschiedenen Spezies. Es wird 
zum ei nen beim Menschen und z um anderen bei der  M aus in der Niere exprimiert. 
Besonders findet sich SA-RhoGEF hier in Podozyten und in Tubuluszellen. 
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5 Diskussion 
5.1 SA-RhoGEF - ein neuer Interaktionspartner von PATJ 
Um einige T eilaspekte der Z ellpolarität in P odozyten besser verstehen z u k önnen, 
wurde mit dem Zellpolaritätsprotein PATJ und einer humanen Podozyten-cDNA-Bank 
im Y2 H-System nach n euen I nteraktionspartnern ge sucht. Neben c a. 100 w eiteren 
potenziellen Interaktionspartnern von PATJ wurde eine N-terminal verkürzte Form des 
Proteins SA-RhoGEF in vivo i n ei nem Y 2H-System identifiziert. Dieses S ystem, 
welches bereits mehrfach in unserer Gruppe vgl. Duning et  al ., 2008 un d Ernkvist et  
al., 2009 sowie f erner auch in anderen Arbeitsgruppen vgl. Massey-Harroche et  al., 
2007 eingesetzt wurde, eignet sich gut, um nach Interaktionspartnern eines Proteins zu 
suchen (10, 12,  50 ). Das H efesystem ber uht allerdings auf P roteininteraktionen 
innerhalb des  Hefe-Nukleus. Einige Protein-Interaktionen u nterliegen der  
posttranslationalen Modifikation, welche in der  Hefe nur sehr ungenügend stattfindet.  
Ebenfalls k ann die Konformation der  Proteine in der  Hefe nicht k orrekt sein, was zu 
verändertem Interaktionsverhalten führen kann (87).  Daher wurde als zweite Methode 
zur V erifizierung der  I nteraktion eine Co-Immunopräzipitation m it den f ull length 
Varianten beider Proteine durchgeführt. Diese Versuchsanordnungen mit SA-RhoGEF 
und PATJ bestätigten die bereits im Y2H-System e rzielten Ergebnisse. Damit konnte 
gezeigt w erden, das s S A-RhoGEF und P ATJ sowohl in v ivo al s au ch i n v itro 
miteinander i nteragieren und S A-RhoGEF al s ec hter I nteraktionspartner f ungieren 
kann.  
Die im Weiteren durchgeführten Hefe-Co-Transformationsstudien von SA-RhoGEF mit 
Verkürzungsmutanten von PATJ belegen einerseits die in der Hefe identifizierte 
Interaktion s owohl v on S A-RhoGEF al s auc h d es N -terminal v erkürzten i nitial 
gefundenen O riginalklons 57. 2. Darüberhinaus gelang es  i n di esem E xperiment di e 
Interaktion auf di stinkte D omänen des PATJ Proteins einzugrenzen. Die Ergebnisse 
dieser Interaktionsstudien machen eine Beteiligung der PDZ 2-Domäne v on P ATJ 
wahrscheinlich. Um die Beteiligung dieser Domäne zu verifizieren, wurden  drei GST-
Pulldown-Experimente unter verschiedenen Detergenz-Bedingungen mit der  P DZ 2 - 
Domäne und SA-RhoGEF durchgeführt, m it denen a uf z weifache Weise die 
Beteiligung bestätigt werden konnte. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, 
dass andere PDZ-Domänen zusätzlich interagieren oder andere PDZ-Domänen durch 
eine geringe Affinität ebenfalls zur Interaktion bei tragen. Das in einem Versuch nicht 
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eindeutige Ergebnis lässt s ich am ehesten durch ein nicht geeignetes Detergenz und 
eine ni cht identische Konzentration der  bet eiligten P roteinkomponenten er klären. I n 
Zusammenhang mit den H efe-Co-Transformationsstudien bestätigen die P ulldown-
Experimente die Beteiligung der PDZ 2-Domäne von PATJ. Die zur Determinierung der 
Interaktionsbereiche von SA-RhoGEF durchgeführte strukturelle Analyse des Proteins 
zeigt, das s es an s einem C -terminalen E nde ei n P DZ-Bindungsmotiv d er K lasse I I 
besitzt. Da an der  Interaktion auf  Seiten von PATJ ebenfalls ein PDZ-Bindungsmotiv 
beteiligt ist, ist es wahrscheinlich, dass auch das VIFF-Motiv von SA-RhoGEF an der 
Interaktion te ilnimmt.  Die mit unterschiedlichen PATJ-Verkürzungsmutanten und SA-
RhoGEF w /o V IFF durchgeführten Hefe-Co-Transformationen legen n ahe, d ass d as 
Fehlen dieses Motives eine besondere Rolle für die Interaktion der PDZ 2-Domäne von 
PATJ mit SA-RhoGEF spielt. Das mäßige Wachstum auf SD-L-T-H Medium der L27-
PDZ 4 Domäne v on PATJ mit SA-RhoGEF w /o V IFF ent spricht w ahrscheinlich 
Hintergrundwachstum und ist daher nicht als positiver Interaktionsmarker anzusehen. 
Durch n egative R eportergenaktivität wird d as E rgebnis gestützt, indem s ich d amit 
keine p ositive Interaktion z wischen P ATJ L27 -PDZ 4 und S A-RhoGEF w/o V IFF 
detektieren lässt.  
Um die Relevanz dieses VIFF-Motives für die Interaktion zu belegen, wurden 
Pulldown-Experimente mit der PDZ 2-Domäne und S A-RhoGEF w/o VIFF 
durchgeführt. D iese bel egen ei nerseits di e B edeutung dieses M otives f ür die 
Interaktion, and ererseits z eigen s ie auc h, da ss di e PDZ-Domäne ni cht da s einzige 
Interaktionsmodul von SA-RhoGEF zu sein scheint, was bei drei weiteren bislang 
bekannten Domänen innerhalb von SA-RhoGEF durchaus möglich ist. Gegebenenfalls 
liegt die Interaktionsdomäne im weiteren C-terminalen Bereich oder es sind zusätzliche 
bislang unbekannte Faktoren vorhanden, die diese Interaktion unterstützen. 
 
5.2 SA-RhoGEF - ein wichtiges Mitglied innerhalb des PATJ-
Polaritätsnetzwerks  
SA-RhoGEF, als ein typischer GEF mit einer DH- und einer PH-Domäne, wird in vielen 
humanen G eweben exprimiert (5). W enngleich gezeigt w erden konnte, d ass S A-
RhoGEF, ein Rho- und Rac-GEF ist (60) und ROS-Aktivität vermittelt, verdichten sich 
Hinweise, dass SA-RhoGEF ein Rho-GEF is t und k eine Rac-Aktivität besitzt (5, 56). 
Rho-GTPasen, welche durch GEFs kontrolliert werden, regulieren und koordinieren die 
Remodellierung des  Zytoskeletts (26). Dabei ist es  die A ufgabe d er P DZ-Domänen 
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Abb. 16 
Der PAR-Komplex und seine zentrale Rolle 
durch Ausbalancierung der GTPasen-Aktivität  
während der Zellpolarisation 
 
Externe Signale führen zu einer verstärkten lokalen 
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat Produktion 
und schließlich zu einer Aktivierung von CDC42 und 
aPKC. Ü ber d en R AC G EF T IAM1 i st ei ne 
wechelseitige Aktivierung zwischen RAC1 und dem 
PAR3-PAR6 K omplex m öglich. Der PAR 3-PAR6-
Komplex beeinflusst auch inhibierend die RhoA-
Aktivität d urch v erstärkte p1 90A R hoGAP-Aktivität 
und i ndirekt ü ber A ktivitätsminderung d er GSK3β  
(glycogen- synthase k inase‑3β), ein 
Negativregulator von p 190ARhoGAP. Ü ber R OCK 
(Rho-associated coiled-coil-containing protein 
kinase) k ann R hoA e ine D issoziation de s P AR-
Komplex e rreichen u nd d ie A ktivierung v on R AC1 
unterdrücken. 
 






enthaltenen G EFs über die Assoziation mit Gerüstproteinen, di e ebenfalls PDZ-
Domänen auf weisen, ei ne r äumlich und z eitlich t erminierte G TPase-Aktivität z u 
vermitteln. Erste Hinweise für einen Zusammenhang zwischen Polaritätsproteinen und 
RhoGTPasen für die Regulation von Zellpolarität gehen aus Studien in C. elegans und 
aus D. melanogaster hervor. In diesen Organismen korreliert die asymmetrische 
Verteilung von P olaritätsprotein v or der Zellteilung m it l okalen U nterschieden i n der  
Aktomyosin-Kontraktilität (26). Hieraus geht  au ch h ervor, da ss e ine dy namische 
zelluläre O rganisation v on s elektiven I nteraktionen verschiedener S ignalproteine 
abhängt. So bindet das Protein Synectin, welches eine PDZ-Domäne enthält, an den 
RhoGEF Syx1, um  diesen zur Plasmamembran zu rekrutieren, u nd d ort eine l okale 
RhoA-Aktivität z u vermitteln (43). Bestimmte Proteinkomplexe interagieren dabei  
miteinander, ent weder u m Z ellpolarität auf zubauen od er u m di e A ktivität v on 
Polaritätsproteinen i n bes timmten 
Bereichen d er Z elle z u m indern. 
Innerhalb di eses P olaritätsnetzwerkes 
werden di e P rotein-Protein 
Interaktionen typischerweise über PDZ-
Domänen v ermittelt und über  
Serin/Threonin-Phosphorylierung sowie 
RhoGTPasen reguliert (90). Gleiches 
ließ s ich für d as P rotein PATJ zeigen, 
welches als Z ellpolaritäts- und 
Gerüstprotein integraler Bestandteil 
dieses Netzwerkes i st und üb er ei n 
PDZ-Bindungsmotiv mit dem Rho-
regulierendem Protein SA-RhoGEF via 
PDZ-Bindungsdomäne interagiert.  
Innerhalb des P AR-, S cribble-, 
Crumbs-Polaritätsnetzwerks hat der  
PAR3-PAR6-Komplex eine zentrale 
Rolle f ür d ie z elluläre P olarisation, 
indem er A ktivität der  k leinen R ho-
GTPasen maßgeblich beeinflusst (s. 
Abb. 16). Diese Verbindung zwischen 
GTPasen kontrollierenden Proteinen 
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und Zellpolaritätsproteinen (s. Abb. 16) konnte Nishimura et al. aufzeigen, indem er die 
Interaktion de s R AC-GEF TI AM1 m it dem  P AR3-PAR6-Komplex na chwies und  di e 
Bedeutung dieser Interaktion für den Aufbau von Zellpolarität, Zellmigration und für die 
onkogene T ransformation herausstellte (59). Die enor me B edeutung von R ho- 
regulierenden Proteinen (s. Abb 17) am Aufbau von Zellpolarität konnten auch Wells et 
al. demonstrieren, indem sie die Interaktion des CDC42 Rho-GAP Rich1 mit dem 
Gerüstprotein Angiomotin (AMOT) beschrieben. Darüber hi naus be steht ei ne 
Interaktion von P ATJ un d 
AMOT über das  C -
terminale P DZ- Bindungs-
motiv. Über di ese 
Interaktion ist Rich1 direkt 
mit d em tight junctions 
Proteinkomplex, w elcher 
PALS-1, PATJ und PAR 3 
enthält, v erbunden. Die 
Regulation von CDC42 
durch R ich1 i st da bei f ür 
die A ufrechterhaltung d er 
tight j unctions notwendig 
und damit ei n w ichtiger 
Mediator für di esen 
Proteinkomplex (90). 
Einen w eiteren H inweis 
auf eine ähnl iche Funktion 
der I nteraktion v on P ATJ 
und SA-RhoGEF gezielte RhoGTPase-Aktivität zu v ermitteln, geben au ch Ernkvist et  
al. durch die von ihnen beschriebenen Eigenschaften des RhoA GEF Syx. So ist Syx 
über ei ne I nteraktion z um A MOT-PATJ-Komplex an ei ner pr äzisen R hoA-Aktivität 
beteiligt, um  Migration in endot helialen Zellen mitzuvermitteln (12). Innerhalb dieses 
Komplexes bi ndet ni cht nur  A ngiomotin s elbst, s ondern au ch di e der  M otin-Familie 
zugehörigen P roteine Angiomotion like protein 1 (AMOTL1) un d Angiomotion like 
protein 2 (AMOTL2) mit PATJ. AMOTL2 interagiert dabei über die PDZ 2-Domäne von 
PATJ (12). Zumal auch SA-RhoGEF mit der gleichen PDZ-Domäne interagiert, wie in 
Abb. 17 
PATJ koordiniert die Aktivität von Rho-GEFs und Rho-GAPs 
 
Die A bbildung zeigt d en P ATJ-PALS1-CRB3 ( Crumbs3)-Komplex. 
PATJ interagiert direkt m it den GEFs Syx und SA-RhoGEF, d ie eine 
Aktivierung v on R hoA b ewirken k önnen. Z usätzlich i nteragiert P ATJ 
mit Angiomotin u nd formt da mit z usammen m it S yx e inen 
Dreierkomplex. Über A ngiomotin k ann P ATJ d en R hoGAP R ICH1, 
welcher eine Inaktivierung von CDC42 vermittelt, rekrutieren. PATJ ist 
durch di e K oordination  von G EFs un d G APs m öglicherweise i n der 
Lage lokale GTPase-Aktivität zu regulieren. 
basierend auf Ernkvist et al., 2008 und Wells et al., 2006 (12,90)  
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dieser Arbeit gez eigt w ird, k önnten bei de P roteine um di ese B indungsstelle 
konkurrieren. 
Der PATJ-AMOT-Komplex nimmt damit eine zentrale Rolle für die Rekrutierung von  
regulierenden Proteinen kleiner GTPasen ein (s. Abb. 17). 
Dabei bewirken GEFs aber nicht nur  ei ne be stimmte G TPase-Aktivität, s ondern 
erreichen entweder durch ihre subzelluläre Lage oder durch zusätzliche Protein-
Protein-Interaktionen ei ne V erbindung z wischen aufsteigenden S ignalen und  
absteigenden Effektoren (16). Diese multiplen Eigenschaften konnten beispielsweis für 
β-PIX, einem Rac und CDC42 GEF gezeigt werden. β-PIX bindet dabei einerseits an 
die PDZ-Domänen-Proteine Scribble und Shank, andererseits interagiert β-PIX mit 
dem Rac und CDC42 Effektor PAK und ist dam it in S ignalgebung involviert (16, 48). 
Neben der Vermittlung g ezielter G EF-Aktivität gibt es  M ulti-PDZ-Domänen-Proteine, 
die sich durch eine modulierende Eigenschaft auf RhoGEFs auszeichnen. So vermittelt 
die Bindung des Rac1 und RhoG GEFs Kalirin an PSD95 eine verminderte GDP/GTP 
Austauschaktivität (63).   
Nicht nur durch eine selektive Rekrutierung einzelner RhoGEFs ist es möglich gezielte 
Rho-Aktivität zu v ermitteln, s ondern auch dur ch di e E xpression v erschiedener 
Isoformen von Proteinen können Signalprozesse in bestimmten zellulären 
Lokalisationen beei nflusst w erden. Einige RhoGEFs vollziehen i hre I nteraktionen z u 
PDZ-Domänen t ragenden Proteinen d urch E inführung o der D eletion ihres PDZ-
Bindungsmotivs am C-terminalen E nde des P roteins, indem s ie al ternativ ge spleißt 
werden (16). So exprimiert bs p. das  K alirin G en v erschiedene alternativ ge spleißte 
Isoformen, die in unterschiedlichen subzellulären Kompartimenten lokalisiert sind (62). 
So ist Kalirin 7 die einzige Isoform, die ein PDZ-Bindungsmotiv enthält und darüber mit 
diversen PDZ-Gerüstproteinen interagieren kann (32, 63). Für SA-RhoGEF s ind zwei 
Spleißvarianten bekannt. Es gibt eine Isoform b m it 1173 aa und eine N-terminal 
verkürzte Isoform a mit 1015 aa. D iese Isoformen sind bislang in g latter wie auch in 
skelettaler M uskulatur be schrieben worden. Z udem s cheint es auch ei ne 
Spleißvariante in der Plazenta zu geben (5, 60). In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt 
werden, da ss möglicherweise auch S pleißvarianten in der  N iere ex primiert w erden. 
Diese Spleißvarianten existieren sowohl beim Menschen wie auch bei der  Maus und 
sind in tubulären wie auch in podozytären Strukturen zu finden. Im Gegensatz zu vielen 
anderen GEFs wird die zusätzliche Spleißvariante an ihrem N-terminalen Ende um 158 
aa erweitert. Für den Arf GEF BRAG2 existieren ebenfalls zwei Isoformen. Es lie gen 
eine 150 kD und eine N -terminal v erkürzte Isoform m it 120 kD vor. Beide I soformen 
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befinden sich in den gleichen zellulären Kompartimenten und weisen GEF-Aktivität auf 
(11). Einen weiteren Hinweis darauf, dass die Isoformen von SA-RhoGEF 
möglicherweise äh nliche E igenschaften be sitzen, gebe n a uch Q i et  al ., indem s ie 
zeigen, dass eine N-terminal verkürzte Isoform auch beim RhoG-spezifischen SGEF 
(src homology 3 containing GEF) zu f inden ist. D as F ehlen d er D H- und der  P H-
Domäne, dieser auch als C-SGEF (C-terminaler SGEF) bezeichneten Isoform, lässt ihr 
möglicherweise ei ne r egulatorische R olle a nderer R hoGEFs oder von SGEF s elbst 
zukommen (66).  
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5.3 Die Rolle von SA-RhoGEF in Podozyten 
Um ein besseres Verständnis von Zellpolarität in Podozyten, welche hochpolarisierte 
und h ochdifferenzierte epi theliale Z ellen dar stellen, z u er halten, w urde m it dem 
Zellpolaritäts- und Gerüstprotein PATJ nach neuen Interaktionspartnern gesucht.   
SA-RhoGEF wurde als neuer Interaktionspartner identifiziert und ist damit 
möglicherweise am Aufbau von Zellpolarität in Podozyten beteiligt. 
Zellpolarisation w ird durch di e komplexe Kommunikation verschiedener Klassen von 
Proteinen einschließlich kleiner GTPasen, Polaritätsproteinen und Komponenten des 
Aktinzytoskeletts erreicht (26). Das Aktinzytoskelett ist aber nicht nur als ein wichtiger 
Bestandteil der  Zellpolarisation v on Bedeutung, sondern es ist auch ein wesentlicher 
Faktor in der Regulation der Struktur und Funktion von Podozyten, denen eine 
komplexe Z ellarchitektur z ugrunde l iegt, und die an eine normale S truktur i hrer 
Fußfortsätze ge bunden i st (13). D ie P odozyten be sitzen in i hren F ußfortsätzen ei n 
Netzwerk von kurzen, kontraktilen Aktinfilamenten. Daher haben Proteine, welche die 
Plastizität des  po dozytären A ktinzytoskeletts r egulieren, eine ent scheidende 
Bedeutung für die Aufrechterhaltung der glomerulären F ilterfunktion (13). So aktiviert 
bsp. da s S ialoglykoprotein Podocalyxin, welches an der  api kalen Membran in 
Podozyten lokalisiert ist, RhoA und induziert Aktinzytoskelett-Reorganisation und trägt 
so möglicherweise zur Regulation der Struktur der podozytären Fußfortsätze bei (75). 
Daneben konnten f ür R hoGDI-α (Rho guanine nucleotide dissociation inhibitors-α)  
defiziente M äuse ei ne massive P roteinurie s owie ei ne D egeneration von t ubulären 
epithelialen Zellen nachgewiesen werden. Damit spielen Signalwege der Rho-Proteine, 
die durch G DI-α reguliert werden, eine w ichtige R olle  f ür di e S truktur und 
physiologische Funktion der Niere (85). Für SA-RhoGEF konnte ebenfalls eine direkte 
Beeinflussung des Aktinzytoskeletts bereits gezeigt werden (5, 56, 60). Darüberhinaus 
ist e ine par tielle C o-Lokalisation s eitens S A-RhoGEF mit de m A ktinzytoskelett 
beschrieben (56). In d ieser A rbeit gel ang e s z udem mit immunhistochemischen 
Analysen un d mit m olekularbiologischen M ethoden z u z eigen, das s S A-RhoGEF in  
podozytären w ie auc h i n t ubulären S trukturen ex primiert w ird. S A-RhoGEF w urde 
dabei sowohl in Zelllinien aus Mäusen wie auch in humanen Zelllinien identifiziert, was 
seine Bedeutung hervorhebt. In Podozyten konnte bereits für verschiedene Proteine 
eine di rekte B eeinflussung v on Rho-Proteinen be schrieben w erden. S o wirkt 
Synaptopodin, ei n A ktin-assoziiertes P rotein, al s d irekter R egulator der  R hoA-
Signalgebung und vermittelt Zellmigration in Podozyten. Zudem bewirkt Synaptopodin 
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eine Aktin-Stressfaser-Formation d urch kompetitive B lockierung der d urch S murf1-
vermittelten Ubiquitinierung von RhoA. Synaptopodin ist i n s einer Funktion als Rho-
Regulator s omit essentiell für das  Aktinzytoskelett (3). Das Aktinzytoskelett ist auc h 
Ziel H IV-assoziierter P roteine. I n der  H IV-assoziierten N ephropathie z erstört da s 
Protein H IV-1 N ef d as podozytäre A ktinzytoskelett und f ührt z ur P roteinurie. D abei 
vermittelt H IV-1 N ef e ine R ac1-Aktivierung un d ei ne R hoA-Inaktivierung (44). Diese 
Eigenschaften belegen, dass das unter der Kontrolle von Rho-Proteinen s tehende 
Aktinzytoskelett s owohl unt er p hysiologischen w ie auc h u nter p athophysiologischen 
Bedingungen höchste Relevanz für die Funktion von Podozyten besitzt. 
Neben der  Beeinflussung v on Rho-Proteinen ist SA-RhoGEF auch in der Lage über 
andere Proteine Einfluss auf das Aktinzytosklelett zu nehmen. 
5.4 Der Septin- assoziierte RhoGEF 
Septine ge hören zur Gruppe der G TPasen S uperklasse d er P-loop2-
Nukleotidtriphosphatasen, welche ur sprünglich bei Pilzen und Tieren identifiziert 
wurden. Dabei teilen sie einen ä hnlichen A ufbau. Alle S eptine ent halten ei ne 
polybasische R egion s owie e ine G TP-bindende D omäne. D ie N-terminale und C -
terminale D omäne unterscheiden s ich in i hrer Länge  un d i n i hrer A minosäure-
komposition. A m N -terminalen Ende besitzen s ie ei ne P rolin-reiche R egion, am  C-
terminalen Ende weisen sie eine Coiled-coil3 Domäne vor (82, 89).  
Septine s ind in der  Lage m it dem Aktin- und Mikrotubuluszytoskelett zu interagieren. 
Eine herausragende Eigenschaft der Septine ist es, sich in Form von Filamenten 
zusammenzulagern. Aktuelle D aten deut en d araufhin, da ss S eptine ei ne 
Koordinationsaufgabe hi nsichtlich der  V eränderung d es Zytoskeletts und  der  
Membranorganisation ei nnehmen. S ie er reichen di es dad urch, d ass s ie al s 
Gerüstproteine di enen, w elche w iederum an dere P roteine a n be stimmte Z iele 
innerhalb der  Z elle v ermitteln, d ie dor t M embrananteile z u definierten D omänen 
umwandeln (89). In C. e legans ha ben di e S eptine UNC-59 un d U NC-61 ei ne 
bedeutende Rolle für Migration von Z ellen, sowie für die Aussprossung von Nerven 
und deren Synapsenbildung (14). In Säugetierzellen resultiert das Fehlen von Septinen 
                                                
2 P-loop: Phosphat-bindende Schleife, die ein Nukleotid-Bindungsmotiv darstellt, welches bei vielen 
ATPasen und GTPasen gefunden wird (89). 
3 Coiled-coil Domäne: Strukturelles Motiv in Proteinen, das mehr als zwei α-Helices enthält, und damit eine 
stabile, stabförmige Struktur ermöglicht (89).  
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in einem Verlust von Chromosomen, Defekten in der Chromosomenverteilung sowie in 
einer v erzögerten Z ytokinese. Darüberhinaus sind S eptine an d er P athogenese 
verschiedener humaner E rkrankungen beteiligt. D abei s pielen s ie ei ne R olle in der  
Tumorgenese verschiedener Neoplasien (18), unter anderem beim Nierenzellkarzinom 
(7). Zudem zeigen sich Veränderungen der Septine beim Morbus Parkinson (27, 28, 
76), sowie bei der hereditären neuralgischen Amyotrophy (35).  
Für Septin9, we Iches hochkomplex gespleißt wird und i nsgesamt 18 Spleißvarianten 
aufweist (51), ist für die Spleißvariante Septin9b, die in Säugetieren gefunden wird und 
möglicherweise ei n T umorsuppressorgen dar stellt, e ine I nteraktion z u S A-RhoGEF 
beschrieben worden. So zeigten Nagata und Inagaki, dass der C-Terminus v on SA-
RhoGEF den N-Terminus von Septin9b bindet. Dabei scheint besonders die Interaktion 
beider P roteine f ür die eb enfalls be schriebene C o-Lokalisation z u A ktinstressfasern 
von Bedeutung zu s ein. SA-RhoGEF und Septin9b s tehen zudem in wechselseitiger 
Beziehung. Z um einen i st S A-RhoGEF in der  Lage di e S eptin-Filament-Struktur z u 
stören, zum an deren hem mt Septin9b d ie S A-RhoGEF a bhängige R ho-Aktivierung. 
Septin9b ist damit möglicherweise ein negativer Regulator von SA-RhoGEF (56). In der 
vorliegenden A rbeit gel ang ber eits di e E xpression von SA-RhoGEF i n der  N iere z u 
demonstrieren. B islang unveröffentlichte Daten von U. Schulze zeigen ebenfalls eine 
Expression von Septin9b in der  N iere. Dies legt die Vermutung nahe, dass ähnliche 
Funktionen der Interaktion SA-RhoGEF/Septin9b auch in der Niere bestehen könnten. 
Dabei s tellen di e S eptine ei ne S chnittstelle zwischen z ellulärer S ignalgebung, de r 
Zellmembran sowie dem Zytoskelett dar. Unter dem Einfluss verschiedener GTPasen 
wie R ho oder  a uch CDC42 modellieren di e S eptine das  Aktinzytoskelett sowie das  
Mikrotubulussystem. Z udem sind s ie a n der  F ormation und Aufrechterhaltung v on 
Domänen innerhalb der  Zellmembran sowie am Vesikeltransport beteiligt (82). D iese 
Mechanismen s ind w ichtig f ür d ie Mitose, s owie bedeutend bei allen P rozessen, 
welche Zellpolarisation, Membranremodelling und Kompartmentbildung innerhalb d er 
Zelle benötigen (89). Durch di e direkte B eziehung  von S eptin9b, S A-RhoGEF und  
PATJ s cheinen S eptine auf grund i hrer v ielfältigen Eigenschaften ei ne gr oße 
Bedeutung für hochpolarisierte Zellen wie Podozyten zu besitzen.  
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5.5 SA-RhoGEF - ein Schnittstellenprotein aufgrund multipler     
Proteinbindungsdomänen  
SA-RhoGEF i st ni cht nur  w egen seiner I nteraktionen z u P ATJ und Septin9b sowie 
seiner A ktivität in S ignalwegen ei n i nteressantes Protein f ür Z ellpolarität. E s verfügt 
darüber hinaus noch über multiple Proteinbindungsdomänen.  
In Kap. 4.1 sind bereits die katalytischen Eigenschaften der DH-und der PH-Domänen  
aufgezeigt worden. Darüber hinaus v ermittelt insbesondere di e P H-Domäne no ch 
weitere I nteraktionen z u P roteinen s owie z u P hospholipiden (16), wie s ie in  
Zellmembranen vorkommen. D iese P hospholipide, bes tehend au s 
Phophatidylinositolen sowie phosphorylierten Phosphoinositiden, übernehmen diverse 
Aufgaben i nnerhalb der  Z elle. Sie s ind ent scheidend bei  der  k lassischen 
Signaltransduktion. Zudem sind s ie r elevant bei der  R egulation integraler 
Plasmamembranproteine. Desweiteren können s ie ü ber verschiedene Interaktionen 
Einfluss au f d as Aktinzytoskelett nehmen. Außerdem üben s ie eine Funktion bei  der  
Endo-, Exo,- und Phagozytose auf.  Für SA-RhoGEF könnten sie interessant sein, da 
Phospholipide in der Lage sind GEFs und GAPs an di e Zellmembran zu rekrutieren 
sowie deren Aktivität zu regulieren. Zudem sind einige Enzyme, die am Metabolismus 
der P hosphoinositide bet eiligt s ind, E ffektoren von R ho-GTPasen. Z usätzlich w irken 
Membran-gebundene G TPasen z usammen mit P hosphoinositiden of tmals al s C o-
Rezeptoren zytosolischer Proteine (8). GEFs stehen d amit entweder di rekt oder 
indirekt mit den Phosholipiden der Zellmembran in Verbindung. Welche Rolle SA-
RhoGEF über die mögliche Interaktion seiner PH-Domäne zu Phospholipiden ausübt 
und welchen Einfluss dies auf Zellpolarität hat, gilt es zu untersuchen. 
SA-RhoGEF besitzt zudem eine Prolin-reiche Sequenz in seinem C-terminalen Anteil 
(5, 56). Diese Sequenzen s ind weitreichend in Proteomen von Prokaryoten und 
Eukaryoten vorhanden. Prolin-reiche S equenzen k önnen unter a nderem WW- und 
SH3-Domänen binden. Im Zusammenspiel mit ihren Interaktionsdomänen s pielen 
Prolin-reiche Sequenzen eine unerlässliche Rolle für die Vermittlung einer Vielzahl von 
Proteininteraktionen, die essentiell für zelluläre Prozesse sind (40). Daher könnte auch 
die P rolin-reiche Region in SA-RhoGEF für die Interaktion und Rekrutierung weiterer 
Proteine, die mit Zellpolarität assoziiert sind, von Interesse sein. 
Insgesamt stellt SA-RhoGEF einen neuen Interaktionspartner von PATJ in Podozyten 
dar. Die Tatsache, dass Podozyten polarisierte Zellen sind (61), und PATJ v on 
enormer B edeutung f ür P olarisation epi thelialer Z ellen ist (78, 79), deutet auf ei ne 
besondere Rolle dieses neuen Interaktionspartners hin, zumal PATJ Teil des Crumbs3-
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Pals1-PATJ-Netzwerks ist. Dabei kann PATJ als Gerüstprotein fungieren und 
bewirken, dass SA-RhoGEF i n R ichtung der  Zellmembran r ekrutiert w ird und l okale 
GTPase-Aktivität r eguliert. D ort k ann es  z u I nteraktionen von S A-RhoGEF m it den  
Phospholipiden der Zellmembran kommen. Ausgehend von der Zellmembran kann SA-
RhoGEF dort lokale GTPase-Aktivität vermitteln und Einfluss auf das Aktinzytoskelett 
nehmen, was einerseits für die Struktur und Funktion von Podozyten entscheidend ist, 
und andererseits auch für die Zellpolarisation v on Podozyten von Relevanz ist  (13). 
Die Assoziation v on SA-RhoGEF zu Septin9b s cheint die Rolle v on SA-RhoGEF als 
Schnittstellenprotein zwischen dem Zellpolaritätsprotein PATJ und dem Zellpolarität mit 
vermittelndem Aktinzytoskelett zu unterstreichen. 
Zukünftig sind noch weitere intensive Untersuchungen notwendig, um Zellpolarität in 
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6 Ausblick 
Für die Zukunft wären Untersuchungen interessant, die die Funktionen v on SA-
RhoGEF s peziell in P odozyten v erständlicher machen. In di esem Z usammenhang 
könnte die m ögliche Interaktion v on S A-RhoGEF z u M embrankomponenten von 
Interesse s ein. Hierbei wären insbesondere die Rolle der DH-Domäne un d i hre 
funktionellen Eigenschaften beachtenswert.  
Zur weiteren funktionellen Analyse sind Knock-down- oder Knock-out-Modelle von SA-
RhoGEF geeignet. Unter Verwendung bestimmter Retroviren, durch Einsatz von siRNA 
oder k onditionierter Mausmodelle, die s pezifisch eine H erunterregulation oder  
Abschaltung des SA-RhoGEF-Proteins in Podozyten bewirken, lassen s ich mögliche 
Effekte besonders gut in in-vivo-Modellen studieren, um dam it unter Umständen eine 
medizinische Relevanz ableiten zu können.  
Da S A-RhoGEF auch i m G ehirn ex primiert w ird und N euronen eb enfalls h och 
polarisierte Z ellen s ind, wäre es  s pannend die F unktionen von S A-RhoGEF i n 
Podozyten und Neuronen zu vergleichen. Hierzu können verschiedene neuronale und 
podozytäre Z elllinien verwendet w erden, um bsp. unterschiedliche 
Migrationseigenschaften in Abhängigkeit von SA-RhoGEF zu untersuchen.  
Die A ssoziation v on S A-RhoGEF z u S eptin9b i st zudem ei n w eiterer spannender 
Ausgangspunkt für z ukünftige Untersuchungen, da S eptine durch ihre 
Zytoskelettverbindungen, i hre B edeutung f ür di e A usbildung von M embrandomänen 
und Beteiligung beim Vesikeltransport multifunktionale P roteine darstellen. Durch die 
Beteiligung d er S eptine an einer V ielzahl m edizinisch bed eutender E rkrankungen 
belegen sie ihre Relevanz. In diesem Zusammenhang ist die Untersuchung der 
Verbindung der Septine zum Aktinzytoskelett in Podozyten  besonders aufschlussreich, 
da das Aktinzytoskelett und die Podozytenfunktionen in enger Verbindung stehen. 
Analog zur weiteren Untersuchung der  Funktion von SA-RhoGEF bieten s ich Knock-
out-Modelle zur weiteren Klärung dieser Fragestellung an. 
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